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HUIDIG INZICHT IN DE INTERACTIE TUSSEN 
CALCIUMIONEN EN SERUMEIWITTEN 
1.1. Inleiding 
De eerste experimentele gegevens over het bestaan van calciumeiwit-
complexen ir. bloedserum worden reeds vermeld door Rona en Takahashi 
(1911). Zij vonden, dat bij dialyse van serum tegen zoutoplossingen ongeveer 
6 0 % van de totale hoeveelheid calcium in het serum in staat was door een 
membraan te diffunderen, dat ondoordringbaar was voor eiwitten. Gesugge-
reerd werd dat de fractie welke niet diffundeert aan de serumeiwitten gebon-
den is. 
Sindsdien is de calciumbinding aan eiwitten uitgebreid onderzocht. Deze 
interesse vindt zijn oorzaak in de belangrijke rol welke calciumionen spelen bij 
vele biologische processen, zoals de bloedstolling, de afzetting van zouten in 
de beenderen, de activiteit van bepaalde enzymen en het mechanisme van de 
spiercontractie, inclusief de hartwerking. 
Een overzicht van de oudste literatuur over de interactie van calcium- en 
magnesiumionen met eiwitten wordt gegeven door Greenberg (1944). Het 
onderzoek van de binding aan serumeiwitten werd aanvankelijk uitgevoerd 
met totaal bloedserum. Bij latere experimenten werd overwegend uitgegaan 
van een bepaald gezuiverd serumeiwit, meestal albumine, dat de grootste frac-
tie van de serumeiwitten vormt (zie tabel I). 
Voor zover bekend is bezit serumalbumine geen enzymatische of hormo-
nale activiteit maar wel een relatief grote bindingscapaciteit voor kleine mole-
culen en ionen (Klotz, 1953; Foster, 1960). Naast het handhaven van een 
bepaalde colloid-osmotische druk en pH in het bloed en de functie als reserve-
bron van aminozuren moet de biologische betekenis van dit eiwit dan ook 
mede gezocht worden in een bindings- en transportfunctie. 
Het aantal gramionen calcium of magnesium dat per 10 gram eiwit 
gebonden kan worden lijkt voor albumine beduidend groter te zijn dan voor 
de Serumglobulinen (Schmidt en Greenberg, 1935; Copeland en Sunderman, 
1952; Carr, 1953 b; Carr en Woods, 1955). Tussen de verschillende globuline-
fracties blijken onderling echter grote verschillen voor te komen in het bin-
dingsvermogen voor deze ionen (Drinker et al., 1938). Hoewel een gedetail-
leerd onderzoek naar de affiniteit van de verschillende fracties voor aardalkali-
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Ionen níet bekend is, hebben zowel Rawson en Sunderman (1948) als Carr 
(1963 b) aangetoond, dat de T-globulinen minder calcium binden dan de a- en 
ß-fracties. Zo heeft Carr voor albumine, totaal globuline en 7-globuline, geïso-
leerd uit runderserum, een calciumbinding van respectievelijk 7, 4,5 en 2,3 
gramion per 105 gram eiwit gevonden bij pH 7,4 en een calciumionen-concen-
tratie van 5 mgion/liter. Met de eiwitsamenstelling van runderserum (tabel I) 
kan hieruit voor de cv- en /3-fracties samen een binding van ongeveer 6,4 


















Tabel I. Eiwitsamenstelling (yam per 100 ml) van menselijk en runderbloedserum. 
De getabelleerde «vaarden gelden als het gemiddelde voor volwassen individu-
en. Gegevens ontleend aan Kolb (1964). 
albumine gevonden is. Bovendien is het niet uitgesloten, dat de oglobulinen 
meer calcium binden dan de ß-globulinen of omgekeerd, zodat de nlogelijk-
heid bestaat dat bepaalde globulinefracties een groter bindingsvermogen voor 
calciumionen hebben dan albumine, waarvoor ook aanwijzigingen gevonden 
zijn (McLean en Hastings, 1935). 
Hoewel dus naar alle waarschijnlijkheid meerdere eiwitfracties een rol spelen 
bij het handhaven van een bepaalde calciumconcentratie in het bloed, is de 
binding voornamelijk onderzocht aan albumine, wellicht omdat dit de groot-
ste fractie is. Menselijk en runderserumalbumine vertonen onderling geen ver-
schillen in bindingsvermogen voor calcium of magnesium (Carr, 1953 a, b; 
Carr en Woods, 1955; van Os en Koopman-van Eupen, 1957). Beide ionsoor-
ten worden bovendien aan albumine op gelijke wijze en in dezelfde mate 
gebonden (Carr en Woods, 1955; van Os en Koopman-van Eupen, 1957; 
Kepes, 1954; Carr, 1955). Een gevolg hiervan is dat in oplossingen, die zowel 
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calcium als magnesium bevatten, bijvoorbeeld in bloedplasma, een competi-
tie-effect verwacht kan worden. Inderdaad is door Carr (1955) aangetoond 
dat een toename in de totale concentratie van een van deze ionen leidt tot een 
verhoging van de vrije concentratie van het andere ion en omgekeerd, een feit, 
dat fysiologisch van belang is. In tegenstelling tot het voorgaande concluderen 
Irons en Perkins (1962) op grond van evenwicHtsdialyse-proeven met radioac-
tief calcium, magnesium en strontium dat het bindingsvermogen van albumine 
voor magnesiumionen beduidend kleiner ¡s dan voor calciumionen en voor 
strontiumionen nog kleiner. Zij vinden dat bij toename van de metaal ionen-
concentratie de binding toeneemt maar geen maximale waarde bereikt zoals 
door Carr (1953 a, b) en van Os en Koopman-van Eupen (1957) waargenomen 
is. Bovendien worden bij grotere concentraties extreem hoge waarden gevon-
den, bijvoorbeeld een binding van ca 45 gramionen calcium per 10 gram 
albumine bij pH 6,5. Dit is niet mogelijk omdat het eiwit dan positief geladen 
zou zijn, terwijl uit elektroforese-experimenten (Doremus en Johnson, 1958) 
juist een negatieve lading blijkt. Een mogelijke verklaring voorde afwijkende 
resultaten van Irons en Perkins is misschien te vinden in de gebruikte buffer-
oplossingen n.l. fthalaat-, acetaat-, cacodylaat- en boraatbuffers, in concentra-
ties van 0,02 tot 0,1 M. Deze concentraties zijn tamelijk hoog vergeleken met 
metaal ionenconcentraties van ca 0,0005 M bij de meeste experimenten. Het 
gebruik van dergelijke buffers is nogal bedenkelijk gezien de affiniteit van 
albumine voor kleine (organische) moleculen en ionen en de mogelijkheid van 
complexvorming van de buffer met de metaalionen. 
1.2. Definitie van de grootte van de binding 
De grootte van de binding, uitgedrukt in aantal ionen per molecuul eiwit 
of aantal gramionen per 10 gram eiwit, hangt sterk af van de wijze waarop 
men de binding definieert. Dit kan het best gedemonstreerd worden aan de 
interactie van Na* - en К'''-ionen met albumine. 
Carr (1956) concludeert uit metingen van de activiteit van het ion 
m.b.v. potentiaalmetingen over selectief permeabele membranen dat geen bin­
ding van Na* of K + aan albumine plaats heeft aan de alkalische zijde van het 
isofonisch punt tot aan pH 8,8. Bij pH 10,8 wordt door Carr wel binding 
waargenomen. Door van Os en Koopman-van Eupen (1957) werd met conduc-
tometrische titraties eveneens geen binding gevonden bij pH 7,7 terwijl 
Scatchard et al. (1950) dezelfde resultaten verkregen voor isoi'onisch albumi­
ne. Lewis en Saroff (1957) gebruikten dezelfde methode als Carr en vonden 
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dat serumalbumine geen kaliumionen bindt tussen pH 5 en 9. Het equivalent 
geleidingsvermogen van de alkaliionen, bepaald door meting van het elektrisch 
transportgetal, is echter in oplossingen van alkalialbuminaten tussen pH 6 en 
10. beduidend kleiner dan in oplossingen van de overeenkomstige chloriden 
met dezelfde concentratie in equivalenten (Möller, 1959; Möller et al., 1961 a, 
b). Hetzelfde effect als bij albumine is ook gevonden in oplossingen van 
synthetische polyelektrolyten (Huizinga et al., 1950; Wall en Doremus, 1954; 
Wall et al., 1956, Wall en Eitel, 1957). Door Wall en medewerkers wordt 
aangenomen dat een gedeelte van de alkaliionen dezelfde beweeglijkheid heeft 
als het macroion en dus als gebonden aan het polyelektrolyt moet worden 
beschouwd. De andere, zogenaamd vrije, alkaliionen hebben dan dezelfde 
beweeglijkheid als in een alkalichloride-oplossing met een concentratie gelijk 
aan die van de vrije alkaliionen in de polyelektrolytoplossing. De gemiddelde 
beweeglijkheid van de alkaliionen, die gevonden wordt uit metingen van het 
elektrisch transportgetal, zal dus verlaagd zijn ten opzichte van de beweeglijk-
heid in de chloride-oplossing. Wordt deze definitie gebruikt om de interactie 
van natriumionen met albumine te beschrijven, dan vindt men in het alkali-
sche gebied aanzienlijke binding (Doremus en Johnson, 1958; Mysels en 
Mysels, 1961). Men kan natuurlijk iedere beweeglijkheidsverlaging van het 
natriumion ten opzichte van de beweeglijkheid in een NaCI-oplossing, of alge-
mener, iedere activiteitsvermindering, als een gevolg van binding beschouwen. 
In dit geval worden ook niet-specifieke, zuiver elektrostatische interacties tot 
de binding gerekend. Zo hebben Martin en van Winkle (1959) aangetoond, dat 
de veronderstelling van Wall en medewerkers kan leiden tot grote fouten in de 
bepaling van de dissociatiegraad van polyelektrolyten. Dit is niet verrassend, 
omdat de elektrostatische interacties tussen hooggeladen macroionen en hun 
tegenionen aanzienlijk groter kunnen zijn dan in oplossingen van de overeen-
komstige alkalihalogeniden. Volgens Möller et al. moet de binding van 
Nationen aan albumine dan ook niet gezien worden als een complexvorming 
van deze ionen met bepaalde geladen groepen op het eiwitmolecuul, maar als 
het resultaat van niet-specifieke elektrostatische krachten tussen een groot, 
geladen macromolecuul en zijn tegenionen. Voor aardal kal i ionen zullen deze 
krachten nog sterker zijn vanwege de tweemaal zo grote lading van het ion. 
Aangezien de invloed hiervan op de binding van calciumionen aan serumalbu-
mine nog nauwelijks onderzocht is, worden in hoofdstuk II experimenten 
beschreven waarmee dit effect nader bestudeerd is, namelijk metingen van het 
elektrisch transportgetal en geleidingsvermogen van Ca-, Ba-, Sr-, en Mg-albu-
minaat en Na-, K- en Ca-hemoglobinaat. 
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1.3. Mathematische beschrijving van de complexvorming tussen metaalionen 
en eiwitten 
Door McLean en Hastings (1935) is voor het eerst een mathematische 
beschrijving van de complexvorming van een calciumion met een groep op het 
eiwitmolecuul gegeven, door aan te nemen dat deze complexvorming met de 
massawerkingswet beschreven kan worden. Hiermee kan de dissociatie van het 
complex als volgt worden weergegeven: 
CaPr ^ C a 2 + + P r 2 " (1) 
Voor de dissociatieconstante geldt: 
y . [Ca2*! t P r 2 ' ] ... 
Wanneer een eiwitmolecuul η groepen bevat, die een calciumion kunnen bin­
den en Kr;apr is voor al deze groepen hetzelfde (identieke bindingsplaatsen), 
terwijl de complexvorming met een bepaalde groep bovendien onafhankelijk 
is van die met andere groepen, dan leidt vergelijking (2) tot (zie McLean en 
Hastings, 1935; Greenberg, 1944): 
η [ Ca 2 + ] 
" c a
 =
 2+ ( 3 ) 
К
С а Р г
+
^ ] 
waarbij VCa het gemiddelde aantal Ca -ionen is, dat per eiwitmolecuul 
gebonden is. 
In feite is vergelijking (3) een bijzonder geval van de algemene theorie 
der multipele evenwichten (zie bijv. Tanford, 1966; de Bruin, 1969). Wanneer 
er ρ verschillende soorten bindingsplaatsen voor calcium ionen zijn geldt vol­
gens deze theorie: 
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п Д С а
2 + ] n „ [ C a 2 + ] 
Ca 
ν
 2wzCaZ ^ г _ 2+, ,. 2wzC aZ r 2+, v
e
 La + l Ca ] ICe ^a + [Ca \ 




._Z г „ 2+, 




η = aantal bindingsplaatsen van één soort. 
К = intrinsieke dissociatieconstante (d.w.z. dissociatieconstant e bij Ζ 
= 0) voor caiciumionen. 
Ζ = eiwitlading (in aantal protonladingen per molecuul), inclusief de la­
ding van alle gebonden ionen. 
ZQg = lading calciumion. 
w = elektrostatische interactiefactor (-2wzQaZ is een maat voor de extra 
arbeid nodig om het calciumeiwitcomplex te splitsen tengevolge van het 
feit dat het eiwitmolecuul een lading Ζ draagt). 
Als de bindingsplaatsen indentiek zijn (n = n-j; n^ ··· η = 0) en de binding 
niet beïnvloed wordt door de eiwitlading, d.w.z. als geen elektrostatische 
interacties tussen de bindingsplaatsen voorkomen (w = 0), gaat (4) over in 
(3). 
Om, bij een bepaalde waarde van Vça en [ Ca ], vergelijking (3) te 
kunnen gebruiken voor het berekenen van Kçapr moet η bekend zijn. McLean 
en Hastings gebruiken het bindingsgetal voor OH'-ionen om η te berekenen, 
een methode die ook bij latere onderzoekingen nog gebruikt is (Doremus en 
Johnson, 1958). Er zijn echter geen aanwijzingen dat OH'- en Ca -ionen in 
dezelfde mate gebonden worden. Het gebruik van een willekeurige waarde 
(Peterson et al., 1961; Peterson en Crismon, 1961) levert uiteraard uitkom­
sten, die alleen voor onderlinge vergelijking bruikbaar zijn. De beste methode 
voor het vinden van zowel η als KQ ρ is het bepalen van UQ. als functie van 





l C a 2 + l KCaPr K CaP
r
 ' " 
Volgens (5) moet een rechte lijn verkregen worden bij grafische uitzet­
ting van VQ3I /[ Ca ] versus i ^ (Scatchard, 1949). Extrapolatie naar 
"Ca ^ f Ca ] = 0 levert dan n, terwijl Κς3ρΓ uit de richtingscoëfficiënt van de 
lijn gevonden wordt. Elektrostatische interacties tussen bindingsplaatsen kun-
nen nog als volgt in rekening gebracht worden. Als de bindingsplaatsen iden-
tiek zijn, blijkt uit (3) en (4) : 
• W r - Ke2"ZCaZ <« 
Substitutie van (6) in (5) geeft: 
„ e2wzCaz
 n ! 
Ca 
" n . (7) 
[Ca2 +] К К C a 
Wanneer het linkerlid van deze vergelijking versus Vça wordt uitgezet, wordt 
een rechte lijn verkregen. Hieruit worden η en К gevonden. 
Voor een stijf, niet doorstroombaar en bolvormig eiwitmolecuul, met een 
gelijkmatige verdeling van de lading over het oppervlak, geldt volgens de theo­
rie van Debije en Hückel voor de elektrostatische interactiefactor w (zie bij-
voorbeeld Tanford, 1966) : 
2 
w 5 ( 1 - J ^ _ ) (8) 
2 e akT 1+xd 
waarbij 
e = lading van een proton 
ε = dielektrische constante van het oplosmiddel 
а — straal van het eiwitmolecuul 
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χ = Debije-Hückel-parameter 
к = constante van Boltzmann 
Τ = absolute temperatuur 
d = afstand van dichtste nadering ion-eiwitmolecuul 
Het is merkwaardig dat vergelijking (3) op de binding van calciumionen 
aan serumalbumine toegepast kan worden omdat de aanname dat w = 0 niet 
erg waarschijnlijk is. Voor albumine geldt dit namelijk zeker niet wat de 
afsplitsing van protonen betreft (Tanford, 1966). Met andere woorden, het 
uitgangspunt van de theorie van McLean en Hastings dat alleen identieke en 
onafhankelijke bindingsplaatsen voorkomen, is nogal aanvechtbaar. Saroff en 
Lewis (1963) hebben dan ook gevonden dat deze voorstelling te eenvoudig is 
en dat hiermee niet de pH-afhankelijkheid van de binding verklaard kan wor­
den. Deze onderzoekers zijn de eersten geweest die de theorie der multipele 
evenwichten op de calcium-albumine-interactie hebben toegepast zonder iden­
tieke en (of) onafhankelijke bindingsplaatsen aan te nemen. 
1.4 Calciumbinding aan albumine bij pH 7.5 
De meeste onderzoekingen over de binding van Ca -ionen aan albumine 
zijn uitgevoerd bij pH 7,4 tot 7,6, aangezien dit de pH van het bloedplasma is 
en de resultaten dus directe fysiologische betekenis hebben. Tabel II geeft een 
overzicht van de belangrijkste conclusies. Hierbij valt direct op dat het maxi­
mum bindingsgetal η nogal verschilt voor de diverse gebruikte methoden. De 
oorzaak moet allereerst gezocht worden in de methode zelf, dat wil zeggen, in 
de wijze waarop de binding bepaald is. Door Carr (1953 a). Weir en Hastings 
(1936) en McLean en Hastings (1935) wordt de activiteitsverlaging van het 
Ca -ion geheel aan binding geweten, zodat ook niet-specifieke interacties 
meegenomen worden. De verschillen in pKçap r en η worden mogelijk ook 
gedeeltelijk veroorzaakt door variaties in de experimentele omstandigheden en 
de oorsprong van het gebruikte albumine. Zo is door Carr (1953 a) en door 
van Os en Koopman-van Eupen (1957) het albumine van te voren gedeiöni-
seerd door middel van elektrodialyse. Gebleken is echter dat hierdoor gemak-
kelijk denaturatie van het eiwit kan optreden (van Os en Moller, 1958 a; Katz 








































McLean en Hastings (1935) 
Weir en Hastings (1936) 
Katzen Klotz (1953) 
Carr(1953a) 
van Os en Koopman­
van Eupen (1957) 
Ettori en Scoggan (1960) 
Tabel I I , Binding van calciumionen aan albumine bij de pH van het bloedplasma. 
η is het maximale aantal Ca +-ionen dat per molecuul albumine gebonden 
kan worden. 
p K C a P r = " ' 0 9 K CaPr' v v a a r b | l K CaPr ^ d l s s o c l a t i e c o n s t a n t e volgens Mc­
Lean en Hastings voorstelt in gmol/1000 g water Waarden van η en p K - „ 
gelden bij kamertemperatuur behalve bij de experimenten van Weir en 
Hastings <380C>. 
I. 5. De calciumbinding als functie van de pH 
Behalve bij fysiologische pH is de binding ook uitgebreid onderzocht bij 
andere pH-waarden aan de alkalische kant van het isoelektrische punt 
(pH 4,85). Ook op dit punt worden in de literatuur diverse tegenstrijdigheden 
gevonden. Geen calciumbinding blijkt plaats te vinden bij of vlak boven het 
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isoëlektrisch punt (Katz en Klotz, 1953; Carr, 1953 a; Scatchard en Black, 
1949, Saroff en Lewis, 1963). Met lichtverstrooiingsmetingen is echter het 
tegendeel gevonden (Edsall et al., 1950). Doremus en Johnson (1958) conclu-
deren eveneens tot binding in de buurt van het isoëlektrisch punt, aangezien 
het elektrisch geleidingsvermogen van een oplossing, verkregen door CaC^ toe 
te voegen aan een ¡soi'onische albumineoplossing, lager is dan van dezelfde 
oplossing zonder eiwit. Waarschijnlijk moet deze verlaging echter eerder gewe-
ten worden aan binding van СГ-ionen, die wel optreedt bij deze pH (Scatchard 
et al., 1950,1957) dan aan calciumbinding. 
Zowel in oplossingen van serumalbumine als in het serum zelf neemt de 
hoeveelheid gebonden calcium toe bij verhoging van de pH (Dillman en 
Visscher, 1933; Chanutin et al., 1942; Edsall et al., 1950; Katz en Klotz, 
1953; Carr, 1953 a; Doremus en Johnson, 1958; Loken et al., 1960; Peterson 
et al., 1961; Irons en Perkins, 1962; Saroff en Lewis, 1963). Daarentegen 
vermelden McLean en Hastings (1935) dat geen verandering in calciumbinding 
optreedt tussen pH 7,35 en 7,60, en Weir en Hastings (1936) dat de binding 
constant tussen pH 7,3 en 7,8 , maar het onderzochte pH-gebied is irl beide 
gevallen erg klein terwijl de gebruikte methoden (zie tabel II) niet erg nauw­
keurig zijn. Door Peterson et al. (1962) is met behulp van ionenwisselaars 
waargenomen dat de calciumbinding aan runderserumalbumine niet verandert 
tussen pH 6,05 en 9,40. Een juiste beoordeling van dit werk is echter niet 
mogelijk, aangezien niet voldoende experimentele gegevens vermeld worden. 
De toename van de calciumbinding met de pH kan veroorzaakt worden 
door een toename van η of door een verandering van Kr-aPr 0 * door beiden. 
Vergelijking (3) leert, dat bij constante Kçapr en constante [ Ca ] , ι^βνβη-
redig toeneemt met het het aantal beschikbare plaatsen. Een toename van η 
met de pH is inderdaad gevonden (Katz en Klotz, 1953; Carr, 1953 a), terwijl 
de aanname van McLean en Hastings (1935) en van Doremus en Johnson 
(1958), dat het aantal plaatsen bepaald wordt door de eiwitlading, automa­
tisch inhoudt dat η groter wordt bij pH-verhoging. Anderzijds is door Loken 
et al. (1960) waargenomen dat η onafhankelijk is van de pH, in ieder geval 
tussen pH 7,0 en 8,6. 
Aangezien het zeer waarschijnlijk is dat elektrostatische interacties een rol 
spelen bij de dissociatie van calcium-eiwitcomplexen, kan de invloed van de 
pH op K C a p r gemakkelijk vastgesteld worden. Uit vergelijking (6) volgt dat: 




PKCaPr = -|0Я KCaPr 
pK = -log К 
Ζμ = titratielading (in aantal protonladingen per molecuul). Z^ wordt 
alleen bepaald door het aantal gebonden protonen per eiwitmolecuul, 
waarbij als referentiepunt gekozen is de gemiddelde nettolading bij 
het isoFonisch punt ( Z H = 0) 
Bij verhoging van de pH wordt het eiwit meer negatief geladen, dat wil zeggen 
Z|_| kleiner. Volgens (9) moet ρΚ^ρ,. dan toenemen. Bij pH 6,4 en 8,8 is Z ^ 
ongeveer -6 en -22 respectievelijk, terwijl 1,736w = 0,066 bij een ionsterkte 
van 0,062 (de Bruin en van Os, 1968).Veronderstel dat VCg = η en pK 
= 2,30. Uit de resultaten van Katz en Klotz (1953) kan afgeleid worden dat 
bij pH 6,4: η « 1,5 (gescnat) en bij pH 8,8 : η * 4. Met deze gegevens kan 
met behulp van vergelijking (9) berekend worden dat pKr a p r = 2,50 bij pH 
6,4 en dat PK^p,- = 3,20 bij pH 8,8. Een verandering in deze orde van 
grootte is voor pK^p,. bij sommige onderzoekingen ook geOonden (zie fig. 1), 
hoewel ook waargenomen is dat PKCaPr o v e r een 9 r o o t 9eb'ed onafhankelijk 
is van de pH. Variaties in de gebruikte methoden om de hoeveelheid gebonden 
calcium te bepalen kunnen voor deze verschillen verantwoordelijk zijn, terwijl 
bij hogere ionsterkte de toename van pK C a p r minder zal zijn omdat w kleiner 
is. Peterson et al. (1961,1962) gaan er van uit dat η constant is over het gehele 
pH gebied (zie fig. 1, curve 3 a, b, с en 4), zonder dat zij hieromtrent 
experimentele gegevens verkregen hebben. Aangezien de keuze van η mede 
bepalend is voor de grootte van pK C a p r en bovendien de twee methoden een 
geheel verschillend beeld geven, kunnen uit deze resultaten in feite geen con­
clusies gehaald worden. 
Een probleem waarmee veel onderzoekers zich bezig gehouden hebben is 
de kwestie welke groepen in het eiwitmolecuul bindingsaffiniteit voor calci-
umionen vertonen. Kennis hieromtrent geeft namelijk ook antwoord op de 
vraag of het maximum bindingsgetal toeneemt met de pH. Reeds Greenberg 
(1944) komt in zijn beschouwing over de aard van de binding tot de conelusie 
dat de carboxylgroepen en de hydroxylgroepen in het eiwitmolecuul verant­
woordelijk zijn voor de binding. De OH-groepen nemen in dit verband een 
belangrijke plaats in omdat de bindingsaffiniteit voor calciumionen van ei-al-
bumine volledig verdwijnt bij acetylering van deze groepen. De hydroxylgroep 
behoeft niet noodzakelijk van fenolische oorsprong te zijn aangezien gelatine, 
dat geen tyrosine bevat, ongeveer evenveel calcium bindt als ei-albumine. Als 
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Flg. 1. P^CaPr a l s f u n c t i e ^ " * Ρ * PKCaPr = ' , 0 f l KCaPr' w e a r b i i KCaPr * 
dissociatieconstante volgens McLean en Hastings voorstelt in утіоі per 10Ò0 g 
Mater. 
1. Runderserumalbumine. К-, - is berekend met η =2,7 (pH 7,6), η 
= 3,6 (pH 8,0) en η = 4,1 (pH 8,8); evenwichtsdialyse (Kau en 
Klotz, 1953). 
Ζ Totaal serumeiwit (mens), η = 7,0 over het gehele pH-gebied; ultra-
centrifugering (Loken et al., 1960). 
3. a) totaal serumeiwit (konijn), b) en c) geven de resultaten voor 
twee verschillende monsters runderserumalbumine. 
η = 8,5 over het gehele pH-gebied; ultrafiltratie (Peterson et al., 
1961). 
4. Runderserumalbumine. η ¡s constant; ionenwisselaar (Peterson et 
al., 1962). 
5. Runderserumalbumine. 2n = - Ζ 
Η 
De pH is bepaald uit Z H m.b.v. 
de titratiecurve van Tanford et al. (1955 a); elektrisch transport­
getal en geleidingsvermogen (Doremus en Johnson, 1958). 
de carboxylgroepen verantwoordelijk zouden zijn voor de binding van cal-
ciumionen aan serumalbumine dan zou men verwachten dat het aantal bin· 
dingsplaatsen boven pH 6 niet meer toeneemt bij verhoging van de pH omdat 
alle carboxylgroepen dan een proton afgesplitst hebben. Dat het maximum 
bindingsgetal (zie tabel II) slechts een fractie is van het totale aantal carboxyl­
groepen (ca 100) kan betekenen dat alleen die groepen, waarvan de positie in 
het eiwitmolecuul gunstig is, (b.v.COO'-groepen
 met een naburige O H-groep 
of andere COO'groep) voor binding in aanmerking komen. 
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Tabel III geeft een overzicht van de groepen ¡n het albuminemolecuul, die 
eventueel bij de binding betrokken zouden kunnen zijn. Tussen pH 6 en 10 
worden de imidazolgroepen, de aminogroepen en gedeeltelijk de aromatische 
OH-groepen getitreerd. Een toename in het aantal bindingsplaatsen tussen pH 
6 en 10 houdt dus in dat een aantal van deze groepen aan de binding meewer-
ken. Een indruk over het calciumbindend vermogen van carboxyl-, imidazol-
en aminogroepen kan verkregen worden uit de dissociatieconstante van het 
calciumcomplex van eenvoudige moleculen (tabel IV). Hierbij blijkt dat voor 












































a) Tanford et al. (1955 a); b) Schultze et al. (1962) 
Tabel l i l . Karakteristieke groepen in runderserumalbumine. 
pK.' = - log K', waarbij К .'de intrinsieke dissociatieconstante voor de afsplit­
sing van protonen voorstelt voor een poep van de soort i. 
naburige OH-, NH,- of COO-groep vergroot de pK voor de carbonzuren echter 
¡n die mate dat een waarde verkregen wordt die ook voor рК^р,. gevonden is 
(vergelijk fig.1). 
De toename van de binding tussen pH 6 en 10 zou dus veroorzaakt kunnen 
worden door binding aan, bijvoorbeeld, de imidazolgroepen wanneer deze een 
proton afgesplitst hebben, maar ook door een vergroting van de binding aan 
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Jebei IV. pK (dtaociette) van het calclumcomplex ven verschillende liganden (ont-
leend aan Sillén en Martel!, 1964). 
De waarde van pK geldt voor het 1:1 complex van Ca met de ligand in de 
niet-geprotoneerde vorm bij 250C. 
->· 0 betekent dat pK verkregen I« door extrapolatie naar ionsterkte nul.K is 
uitgedrukt in gmol per liter. 
(1963) hebben gevonden, dat de toename van ρΚς3ρΓ tengevolge van de 
verandering van de eiwitlading tussen pH 6 en 10 (zie vergelijking 9) de 
verhoging van de calciumbinding in dit gebied niet kan verklaren als een 
constant aantal bindingsplaatsen wordt aangenomen. De berekende pH-afhan-
kelijkheid van de binding stemt echter volgens deze auteurs redelijk goed met 
de experimenteel gevonden afhankelijkheid overeen als de volgende mogelijk­
heden voor calciumbinding in rekening gebracht worden: 
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COOH + С а 2 + ^ -СООСа+ + Н+ ( Ю ) 
J ^ J H + + С а 2 + - J ^ 1 С а 2 + + Н+ (11) 
| - С О О ' . . . Н + . . . № = | + С а 2 % | - С О О " . . . С а + . . . N = | + Н + 
(12) 
waarbij | = N een niet-geprotoneerde amino- of imidazolgroep van het eiwit­
molecuul voorstelt. 
Bij verhoging van de pH wordt de invloed van het derde reactiemechanisme 
(12) groter. Bijvoorbeeld, bij pH 5,5 kunnen 0,23 calciumionen per molecuul 
albumine gebonden worden en wel geheel volgens (10). Bij pH 10 zijn dit er 
9,8, waarvan 2 volgens ( 10), 1 volgens ( 11 ) en 6,8 volgens (12). 
Voor de experimentele bepaling van de calciumbinding maken Saroff en 
Lewis echter gebruik van de membraanelektrode. Hierbij definiëren zij iedere 
activiteitsverlaging van het Ca ''''-ion t.o.v. de activiteit in dezelfde oplossing 
zonder albumine als binding, zodat ook niet-specifieke interacties meegeno-
men worden, die niet onder de reacties (10), (11) of (12) vallen. In verband 
met een eventuele toename van het aantal bindingsplaatsen voor calciumionen 
bij pH-verhoging kan nog gewezen worden op de structuurverandering die het 
albuminemolecuul ondergaat tussen pH 7 en 9, aangezien gevonden is dat 
hierbij verborgen groepen vrijkomen. In hoofdstuk IV wordt nader ingegaan 
op deze structuurovergang en wordt de invloed van calciumionen op dit effect 
beschreven. 
1.6. Samenvatting 
Uit het voorgaande blijkt dat de grootte en de aard van de calcium-
binding aan albumine nog weinig duidelijk zijn. Dit moet waarschijnlijk gro-
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tendeéis geweten worden aan het gezamenlijk voorkomen van specifieke en 
niet-specifieke binding. In hoofdstuk II zal aandacht geschonken worden aan 
de niet-specifieke interacties, d.w.z. aan binding in de zin van een verlaging 
van de activiteit van de calciumionen door de elektrostatische potentiaal van 
het macro ion. 
In hoofdstuk III wordt de invloed van calciumionen op de alkalische dénatu-
rât ¡e van albumine beschreven, waarbij in dit verband tevens de conformatie-
veranderingen besproken worden die optreden bij alkalische en thermische 
denaturatie van albumine. 
Tenslotte wordt in dit hoofdstuk IV een onderzoek weergegeven naar de 
structuurverandering, die tussen pH 7 en 9 in het albuminemolecuul plaats 
vindt. Via de invloed van calciumionen op dit effect blijkt een beter inzicht in 
deze structuurverandering te kunnen worden verkregen. 
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Hoofdstuk II 
ELEKTRISCHE TRANSPORTEIGENSCHAPPEN VAN ALBUMINATEN 
EN HEMOGLOBINATEN 
II. 1. Inleiding 
Hoewel metingen van het elektrisch geleidingsvermogen belangrijke gege­
vens kunnen verschaffen bij het bestuderen van de interactie van eiwitten met 
ionen wordt deze methode betrekkelijk weinig toegepast. Het bezwaar ervan 
is namelijk dat een kwantitatieve behandeling van de resultaten vaak niet 
mogelijk is, aangezien de beweeglijkheden van de verschillende ionen in de 
oplossing niet'bekend zijn. Alleen zeer eenvoudige systemen lenen zich hier­
voor, waarbij dan meestal nog bepaalde, soms oncontroleerbare, vereenvoudi­
gingen ingevoerd moeten worden, zoals bijvoorbeeld blijkt uit een recent 
onderzoek over de interactie van Cl" en CMS' met albumine (Karpenko et al., 
1968). 
Door van Os en Koopman-van Eupen (1957) en van Os en Moller (1958 
a) is de geleidingsvermogenmethode gebruikt voor het bestuderen van de in­
teractie van Na, K, Ca en Mg met albumine bij pH 7,5 en met hemoglobine bij 
pH 7,8. Hierbij werd uitgegaan van oplossingen van het metaalalbuminaat 
resp. metaalhemoglobinaat, welke getitreerd werden met oplossingen van 
NaCI, KCl, СаСІ2 of MgC^· Een lineaire toename van het specifiek geleidings­
vermogen bij deze titratie gaf aan, dat geen binding plaats vond. Bij binding 
van het metaalion was de toename tijdens het begin van de titratie duidelijk 
minder dan tegen het einde. Op deze manier werd gevonden dat hemoglobine 
geen Na, K, Ca en Mg bindt, terwijl albumine eveneens geen Na en K, maar 
wel Ca en Mg bindt, beide tot een maximum van ongeveer 8 ionen per mole­
cuul eiwit. M.b.v. selectief permeabele membranen is door Carr (1953 b) en 
Carr en Woods (1955) gevonden dat hemoglobine geen Ca of Mg bindt bij pH 
7,4 en een maximale ionenconcentratie van 6 mmol/l. 
Hemoglobine bevat 72 carboxylgroepen en 18 titreerbare imidazolgroepen per 
molecuul (de Bruin et al., 1969). Voor albumine zijn deze aantallen 105 resp. 
17 (zie tabel III). Bij pH-waarden in de buurt van 7,5 hebben in beide eiwitten 
alle carboxylgroepen en een deel van de imidazolgroepen een proton afge­
splitst. Als bij deze pH's albumine wel Ca en Mg bindt en hemoglobine niet, 
dan kan dit betekenen dat in albumine een gedeelte van deze groepen een 
zodanige positie in het molecuul hebben, dat ze Ca - en Mg^+-ionen kunnen 
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binden, terwijl dit m hemoglobine met het geval is Aan de andere kant is bij 
pH 7,5 het albuminemolecuul negatief geladen, aangezien het isoelektrisch 
punt ligt bij pH 4,85, terwijl de nettolading van het hemoglobinemolecuul 
praktisch gelijk is aan nul bij pH 7,5 (isoelektrisch punt bij pH 7,2 - 7,3). 
Wanneer derhalve bij bovengenoemde bindingsstudies ook met-specifieke in­
teracties (ophoping van tegen ionen m de elektrische dubbellaag rond het 
eiwitmolecuul) meegenomen worden, is het met verwonderlijk dat voor albu­
mine een grotere Ca- en Mg-bmding gevonden wordt dan voor hemoglobine bij 
dezelfde pH. In het meest extreme geval zou dit kunnen betekenen dat de 
binding geheel van een niet-specif iek karakter is. 
Om dit probleem nader te bestuderen worden in dit hoofdstuk conduc-
tometrische titraties beschreven, uitgevoerd op de wijze van van Os en mede­
werkers, bij verschillende ladingen van het albumine resp. hemoglobine, waar­
bij deze eiwitten met elkaar vergeleken worden bij dezelfde negatieve lading. 
Teneinde kwantitatieve bindmgsgegevens te verkrijgen zijn bovendien metin­
gen van het elektrisch transportgetal volgens Hittorf verricht, waarbij recht­
streeks de beweeg! IJ к heden van het macroion en de metaalionen in de oplos­
sing bepaald werden. Deze experimenten werden gedaan met oplossingen van 
Ca-, Ba-, Mg- en Sr-albuminaat en Na-, K- en Ca-hemogl obi naat In een aantal 
gevallen werd aan de calciumalbummaatoplossing nog СаС^ toegevoegd om 
de beweeglijkheid te kunnen bepalen als functie van de calciumionenconcen-
tratie. Voor oplossingen van Na- en K-albummaat werden de resultaten van 
Moller (1959) gebruikt 
II. 2. Materiaal en methoden* 
11.2.1. Materiaal 
Runderserumalbumme werd als drooggevroren zoutvnj poeder verkregen 
van Poviet Producten N V. (Amsterdam). Om de laatste sporen elektrolyt te 
verwijderen werd een 8 à 1 0 % oplossing ervan in water gedeioniseerd over 
een kolom, gevuld met een 1 2 mengsel van amberhte IR 120 m de waterstof-
vorm (kationenwisselaar) en IRA 400 m de hydroxylvorm (anionenwisselaar). 
' M i j n oprechte dank gaat uit naar de heren G H.Loosschilder en J W M van Kessel voor 
de nauwgezetheid, waarmee ZIJ een groot deel van de in dit proefschrift beschreven 
experimenten hebben uitgevoerd De heer J.H.F.Roef ben ik zeer erkentelijk voor zijn 
technische assistentie 
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Een kolom van ca 30 cm lengte met een inhoud van ongeveer 100 ml werd 
gebruikt voor het deioniseren van 250 ml 1 0 % albumineoplossing. Door 
droging bij 105-110oC van een afgewogen hoeveelheid van deze oplossing tot 
constant gewicht werd de concentratie ervan bepaald in grammen albumine 
per gram oplossing. De aldus verkregen voorraadoplossing werd bij 2-40C 
bewaard gedurende ten hoogste 1 à 2 weken of bij -20oC voor langere tijd. 
Op deze wijze werd een elektrolytvrije albumineoplossing verkregen zoals 
bleek uit meting van het elektrisch geleidingsvermogen. Vooreen 2,50/o albu-
mineoplossing werd een specifiek geleidingsvermogen van 4,2-4,3.10 
Ω cm gemeten bij 250C als de oplossing rechtstreeks uit de kolom in de 
geleidingsvermogencel geleid werd. Deze waarde stemt goed overeen met het 
door anderen gevonden geleidingsvermogen van een isoibnische albumine­
oplossing (Möller, 1959; Timasheff et al., 1957; de Bruin en van Os, 1969). 
Een voordeel van deze wijze van deioniseren is verder dat de eventueel in het 
oorspronkelijke monster aanwezige globulinen in de kolom achter ^lijven, 
omdat ze in volkomen zoutvrij milieu niet oplosbaar zijn. 
Voor de bereiding van runderhemoglobine werd uitgegaan van de metho-
de van van der Schaaf en Huisman (1955). Over vers runderbloed, onstolbaar 
gemaakt met héparine, werd bij 0oC CO geleid teneinde het hemoglobine om 
te zetten in CO-hemoglobine, dat beter houdbaar is. Vervolgens werden de 
erythrocyten afgecentrifugeerd en viermaal gewassen met een isotonische 
zoutoplossing (9 gram NaCI per liter water).Spectrofotometrisch werd het 
waswater de laatste keer gecontroleerd op de aanwezigheid van eiwit door 
meting van de extinctie bij 280 m/X Na hémolyse door toevoeging van een 
evengroot volume gedestilleerd water en 0,4 volume tolueen werd het mengsel 
24 uur bij 0-4oC bewaard. Na verwijderen van de tolueenfractie en centrifuge-
ren werd de hemoglobineoplossing over filtreerpapier in een Buchner-trechter 
gefiltreerd teneinde de resten celmateriaal te verwijderen. Vervolgens werd de 
oplossing gedialyseerd bij 0-4oC tegen gedestilleerd water, dat geregeld ver-
verst werd. Hierna werd opnieuw bij 0oC en onder roeren CO overgeleid. 
Tenslotte werd de hemoglobineoplossing op dezelfde wijze als de albumine-
oplossing (zie boven) over de ionenwisselaar gevoerd om een volkomen elek-
trolytvrije oplossing te verkrijgen. De concentratie aan hemoglobine werd 
eveneens bepaald door droging tot constant gewicht en bleek 7 tot 120/o te 
bedragen. Deze voorraadoplossing werd op dezelfde manier als de albumine-
oplossing bewaard. 
Een standaardoplossing van CaiOHU werd als volgt bereid. CafOHU 
werd bij kamertemperatuur tot verzadiging in water opgelost. Deze oplossing 
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werd over fittreerpapier ¡η een Buchner-trechter gefiltreerd en vervolgens over 
een kolom, gevuld met amberlite IRA 400 gevoerd. De op deze wijze verkre­
gen heldere oplossing werd onder afsluiting van CO2 bij 0-4oC bewaard, aan­
gezien bij lagere temperatuur de oplosbaarheid van С а Ю Н ^ groter is. Hier­
door bleef de oplossing onbeperkt houdbaar, zonder dat troebel ing t.g.v. het 
uitkristalliseren van С а Ю Н ^ of de vorming van CaCOg optrad. De concentra­
tie werd bepaald door titratie, waarbij barnsteenzuur als oertiterstof gebruikt 
werd en neutraalrood of fenol rood als indicator. Uit een potentiometrische 
titratie bleek namelijk dat dit de meest geschikte indicatoren waren (equiva-
lentiepunt bij pH 7,5). 
De calciumhydroxide-oplossing was steeds ca 0,04 N. Op analoge wijze wer­
den oplossingen van В а Ю Н ^ of SrfOHIj gemaakt, waarbij echter niet van 
een verzadigde oplossing behoefde te worden uitgegaan, aangezien deze 
hydroxiden beter oplosbaar zijn in water dan CafOH^. Van NaOH en KOH 
werden eveneens carbonaatvrije oplossingen gemaakt en gesteld op oxaalzuur 
of barnsteenzuur. 
СаСІ2- 6H2O werd opgelost in gedeibniseerd water tot een 0,1 à 0,5 N 
oplossing, waarvan de concentratie via potentiometrische titratie met een 
AgNOg-oplossing bepaald werd. Voor alle oplossingen werd gedeibniseerd wa-
ter gebruikt, verkregen door gedestilleerd water over een kolom gevuld met 
een 1:2 mengsel van amberlite IR 120 en IRA 400 te voeren. Dit water bleek, 
mits direct uit de kolom in de geleidingsvermogencel geleid, bij 250C een 
specifiek geleidingsvermogen te hebben kleiner dan 10 Ω cm . 
Voorzover dit mogelijk was werd van alle chemicaliën de pro-analyse 
kwaliteit gebruikt (Merck, Darmstadt). 
I I . 2.2. Meting van het elektrisch geleidingsvermogen 
Geleidingsvermogens werden bepaald op de wijze beschreven door van 
Os en Koopman-van Eupen (1957), in de meeste gevallen bij 25 ± 0,02oC. 
Teneinde opname van koolzuur uit de lucht te voorkomen werd gedurende de 
meting koolzuurvrije lucht over de oplossing geleid. Deze lucht was tevoren 
bij 250C verzadigd met waterdamp. 
I I . 2.3. Bepaling van het transportgetal volgens Hittorf 
Transportmetingen werden uitgevoerd zoals beschreven door Möller 
(1959). Oplossingen werden bereid door de vereiste hoeveelheid van de voor-
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raadoplossing van albumine of hemoglobine af te wegen, de benodigde hoe­
veelheid oplossing van CafOH^ (en eventueel CaC^h BafOH^, SrtOH^, 
NaOH of KOH toe te voegen en vervolgens met gedeibniseerd water tot het 
gewenste volume te verdunnen. Vanwege de geringe oplosbaarheid van 
Mg(0H)2 werd voor het maken van magnesiumalbuminaatoplossingen een 
nauwkeurig afgewogen hoeveelheid droog MgO aan een albumineoplossing 
toegevoegd. De samenstelling van de oplossingen was zo exact bekend. De pH 
werd gemeten met een Radiometer pH-meter, type PHM 4c, in combinatie 
met een kalomelelektrode en een alkali-ongevofelige glaselektrode (Radiome­
ter, typt B). De titratielading Z^ werd berekend met de elektroneutraliteits-
voorwaarde: 
-ZUCM = 1000 с . . . / M „. ν = C. + [ H + ] - [OH -] 
HM MeAlb(MeHb) base 
waarbij CJYI de molaire eiwitconcentratie voorstelt, gebaseerd op een molecu­
lairgewicht van 69.000, C M e A j b ( M e H b ) het aantal grameq MeAlb(MeHb) per 
ml en C^g-g het aantal grameq hydroxide dat per liter is toegevoegd. [H + ] en 
[OH"] warden uit de pH gevonden. 
Transportcellen werden gebruikt waarbij de anode (Ag) zich onderin het elek­
trodecompartiment bevond en omgeven was door een geconcentreerde 
KCI-suiker-oplossing ( IN KCl, 2 0 % suiker). De kathode (Ag-AgCI) was on­
derin of bovenin de kathoderuimte geplaatst, al naargelang bij stroomdoor-
gang de dichtheid van de kathode-vloeistof groter of kleiner werd. De elektro­
den waren van platina en werden voor de proef elektrolytisch bedekt met Ag 
en eventueel AgCI. Hiervoor werd een speciale cel geconstrueerd om de om­
standigheden wat betreft het krachtlijnenverloop en de stroomdichtheid tij­
dens het bedekken van de elektroden en de transportmeting zoveel mogelijk 
gelijk te houden. Hiermee werd bereikt, dat op die plaatsen van de elektrode, 
waar tijdens de meting de meeste omzetting plaats heeft, ook het meeste Ag 
of AgCI op de elektrode was neergeslagen. 
Alvorens de Hittorf-cel te vullen met oplossing werd gedurende enige tijd een 
stroom koolzuurvrije lucht door de cel geleid en werd de oplossing ontlucht, 
teneinde gasvorming tijdens de proef te voorkomen. De cel werd in een ther­
mostaat geplaatst, waarvan de temperatuur op ± 0,02oC constant gehouden 
kon worden. 
De hoeveelheid doorgestroomde lading bepaalden we door het potentiaalver­
schil over twee precisieweerstanden van bekende waarde te meten als functie 
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van de tijd, zoals beschreven door Möller. 
De beweeglijkheid Λ van de in de oplossing aanwezige ionen werd gevonden 
met: 
A _
 F A m A l b ( H b ) * * 
A l b < H b >
 C g q "












С 1 ( 1 6 ) 
c
c i q 
waarbij 
F = de Faraday ( = 96.490 Coulomb) 
к = specifiek geleidingsvermogen (Ω cm ) 
q = doorgestroomde lading (Coulomb) 
С. ' = eiwitconcentratie in gram/ml 
^
m Alb(Hb) = Μ η τ 8 ' grammen eiwit, dat tijdens stroomdoorgang uit de 
kathoderuimte verdwijnt 




 = chloride- rasp. metaalionenconcentratie (grameq/ml) 
t = transportgetal 
^ " УЫНЫ
 w e r c
' berekend uit het gewicht van de kathodevloeistof en de 
verandering in eiwitconcentratie. Om deze verandering zo nauwkeurig moge­
lijk te kunnen meten werden van de oorspronkelijke oplossing verdunningen 
gemaakt tot precies 98, 96 etc. 0/o van de aanvangsconcentratie, waarbij er 
voor gezorgd werd dat de concentratie van de laatste verdunning uit deze 
reeks kleiner was dan die van de kathodevloeistof. Vervolgens werden deze 
oplossingen evenals de kathodevloeistof in precies dezelfde mate verdund tot 
een eiwitconcentratie van 1 tot 3 mg per ml. Van deze oplossingen werd de 
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extinctie bij 279 m/l (albumine) of 540 αιμ (hemoglobine) gemeten m.b.v. een 
spectrofotometer (Zeiss PMQ II), waarbij de laatste verdunning uit de reeks 
standaardoplossingen als blanco gebruikt werd. Op deze wijze werd een ijkcur­
ve verkregen, waarmee direct het verschil in eiwitconcentratie tussen oor­
spronkelijke oplossing en kathodevloeistof bepaald kon worden. De extinctie 
van de oplossing uit het middencompartiment van de Hittorf-cel werd met die 
van de oorspronkelijke oplossing vergeleken om te controleren of geen con­
centratieverandering in de middenruimte was opgetreden J η een aantal geval­
len werd Διτη«,. ook door middel van een drooggewichtsbepaling van oor­
spronkelijke oplossing en kathodevloeistof bepaald, waarbij goede overeen­
komst met de spectrofotometrische methode verkregen werd. 
Een aantal transportmetingen werd uitgevoerd met oplossingen die behalve 
albumine en CafOH^ ook CaC^ bevatten. In deze gevallen werd Am^ als 
volgt bepaald. Tijdens stroomdoorgang neemt de hoeveelheid СГ in de katho-
deruimte als gevolg van de elektrodereactie toe met q/F grameq. Verder ver­
dwijnen Ampi grameq door transport. De totale toename van het aantal 
grameq СГ is dus: q/F - Δπν| en deze kan gevonden worden uit het gewicht 
van de kathodevloeistof en de СГ -concentratie in de kathoderuimte vóór en 
na transport. De СГ-concentratie werd bepaald door potentiometrische titra­
tie met 0,01 N AgNOo van een afgewogen hoeveelheid oplossing. De titratie 
werd uitgevoerd in 20o/o azijnzuur, teneinde de storende invloed van het 
albumine te onderdrukken (Möller, 1959). Als indicatorelektrode werd een 
AgCI-elektrode gebruikt, als referentie-elektrode een zilverdraad, welke zich 
onderin de microburet, gevuld met de AgNOo-oplossing bevond. Het contact 
met de te titreren vloeistof werd verzorgd door een nauw capillair onderaan 
de buret. Het potentiaalverschil werd gemeten met een Radiometer pH-meter, 
type PHM 4c. Aangezien de SH-groepen van albumine ook zilverionen binden 
moest hiervoor gecorrigeerd worden. Bij titratie, zowel van oplossingen die 
alleen albumine bevatten, alsook van oplossingen waaraan bovendien een be-
kende hoeveelheid KCl toegevoegd was, bleken gemiddeld 0,77 meq AgNOg 
per mmol albumine verbruikt te worden. Deze correctie werd steeds aange-
bracht. Op deze wijze was de nauwkeurigheid waarmee Cf-concentraties 
bepaald konden worden beter dan 0,10/o. 
^AIb(Hb) e n Λ^Ι konden dus direct uit het transport bepaald worden. Voor 
het vinden van Лдд
е
 werd gebruik gemaakt van de relatie: 
С
А1Ь(НЪ) + Sie + С С 1 + Si + С 0Н + Si-fluct + trest= 1 
(17) 
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*АІЫНЬ) е п гСІ w e r ^ e n и '* i ^ ' е п ' ^ ' gevonden. 
In alkalisch milieu is ί μ , het transportgetal van de aanwezige H+-ionen, ver­
waarloosbaar klein. Hetzelfde geldt voor t r e s t , het transportgetal van de 
vreemde ionen, welke eventueel als verontreiniging aanwezig zijn. Dit is name­
lijk gelijk aan K^jK, waarbij K^ het specifiek geleidingsvermogen van het 
gebruikte gedeibniseerde water is, en speelt alleen een rol bij oplossingen met 
een zeer laag geleidingsvermogen. Bij hoge pH's moet echter wel het transport­
getal van de OH'-ionen in rekening gebracht worden. Dit kan berekend wor­
den met: 
ОН ^ э н 
ί ^ μ = " no к ' а а г 'э ' І CQ|_| de OH -ionenconcentratie is in gramequi­
valenten per liter. Voor Л Q U werd de beweeglijkheid bij oneindige verdun­
ning genomen. 
tH-fluct Э 6 ^ ^ e bijdrage tot het stroomtransport weer veroorzaakt door het 
verschijnsel der ladingsfluctuaties i.e. de eigenschap dat niet alle eiwitmole­
culen dezelfde lading dragen maar dat de lading fluctueert rond een gemiddel­
de waarde (van Os en Möller, 1958 b). Dit effect kan berekend worden met: 
^ - f l u c t 
1 C M ά \ d AAlb(Hb) 
2,303 1000 к dpH dl ZJ 
η (18) 
Uit (17) kon nu t|y)e gevonden worden en vervolgens Л ^ met (15). 
De bijdrage van het ladingsfluctuatie-effect tot het stroomtransport is erg 
klein en kan verwaarloosd worden als de eiwitlading niet al te klein is, zoals 
voor calciumalbuminaatoplossingen geïllustreerd wordt in tabel V. 
I I . 3. Resultaten 
I I . 3 . 1 . Conductometrische titraties 
Fig. 2 geeft de titratiecurven van NaAlb en KAlb met NaCI en KCl bij 
pH 7,85 weer. Het specifiek geleidingsvermogen neemt lineair toe met de 
toegevoegde hoeveelheid NaCI resp. KCl. Bovendien worden evenwijdige lij-
nen gevonden voor de titratie van NaAlb en KAlb met NaCI. Hetzelfde geldt 
voor de titratie van NaAlb en KAlb met KCl. Deze resultaten impliceren dat 
binding van Na+ of K+ aan het eiwit hoogst onwaarschijnlijk is, omdat dit zou 
leiden tot een kromming ¡n het eerste deel van de titratiecurve. Deze krom-
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Tabel V. Invloed van t H _ f | op Λ ^ ¡η СаАІЬ-oplossmgen. 
Лрд ¡s de beweeglijkheid van de calciumionen berekend met vergelijking 
(17), als hierin t u ι.
 t verwaarloosd wordt. 
Albumineconcentratie 25 gram/liter. Temperatuur 2 5 0 C . 
mjng wordt wel gevonden als de titraties bij hogere pH, d.w.z. bij meer nega­
tieve eiwitlading, uitgevoerd worden (fig. 3). Het is echter niet reëel om deze 
kromming geheel te zien als het gevolg van specifieke binding van Na+of K+ 
aan bepaalde groepen op het eiwitmolecuul. Immers, als het eiwit sterk nega-
tief geladen is zal de beweeglijkheid van de toegevoegde metaalionen verlaagd 
zijn t.g.v. elektroforetische en relaxatieremming, zodat een lager geleidingsver-
mogen gemeten wordt dan zonder deze remmingen. Dit effect wordt bij toe-
nemende zoutconcentratie minder, zodat het alleen in het eerste deel van de 
titratiecurve waarneembaar is. Bij pH 7,85 is het effect kennelijk te klein om 
waargenomen te kunnen worden, hetgeen begrijpelijk is omdat de eiwitladinq 
dan veel kleiner is. 
Fig. 4, 5 en 6 geven de titratiecurven van NaAlb en CaAlb met CaCU bij 
verschillende pH's weer. Voor CaAlb worden rechte lijnen gevonden, terwijl 
voor NaAlb een zeer duidelijke kromming in het eerste deel van de titratiecur-
ve waargenomen wordt; daarna gaat de curve nagenoeg evenwijdig lopen aan 
die van CaAlb. Het effect wordt bij hogere pH's sterker. Curve 3 is steeds 
vanuit het beginpunt van de titratiecurve van NaAlb met CaC^ evenwijdig aan 
curve 1 getrokken en stelt de toename in het specifiek geleidingsvermogen 
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meq Na СI (КС I)/liter 
Fig. 2. Conductometrische titraties van Na Alb en КАІЬ met NaCI en KCl. 
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10 15 
inaq. lUCl/liter 
Fig. 3. Conductometrische titratie» van NeAlb en KAlb met KCl (a) en NaCI (Ы. 
Eiwitconcentratie 25 gram/liter, Z H = -32,1, pH 10,45, temperatuur 250C. 
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15 
meq. Ca Cip/liter 
Fig. 4. Conductometrische titraties van NaAlb en CaAlb met CeCU. 
Eiwitconcentratie 25 gram/liter. Zu =-16,3, temperatuur 250C. 
1. CaAlb, pH 7,5 
2 NaAlb, pH 7,9 
3. NaAlb, verondersteld dat geen Ca-eiwitinteractie optreedt. 
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15 
meq. Ca Cl ¿Ζ liter 
Fig. 5. Conductometrische titraties van NaAlb en CaAlb mat CaCI-. 
Eiwitconcentratie 25 gram/liter, Z H = -20,4. temperatuur 250C. 
1. CaAlb. pH 8.1 
2. NaAlb. pH 8,7 




Fig. 6. Conductometrische titraties van NaAlb en Ca Alb met CaCIj-
Eiwitconcentratie 26 gram/liter, Z ^ =-26,4, temperatuur 25 C. 
1. CaAlb, pH 9,3 
Ζ NaAlb, pH 9,8 




Fig. 7. Conductometrische titraties van NaHb en NaAlb met CaCIj. 
Eiwitconcentratie 26 gram/liter, Z H = -20,7. temperatuur 25 С 
NaAlb: pH 8,64, NaHb: pH 9,75. 
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voor, die men zou verwachten als geen Ca-eiwit-interactie plaats vindt. Verge-
lijkt men curve 2 en 3 dan blijkt in werkelijkheid dus een lager geleidingsver-
mogen gevonden te worden. Deze verlaging kan men interpreteren als het 
gevolg van binding van calciumionen aan albumine. Aan de andere kant geldt 
hier eveneens de invloed van het elektroforese- en relaxatie-effect op de be-
weeglijkheid van de albuminaat- en calciumionen, hetgeen zich uit in een lager 
geleidingsvermogen. Aangezien deze effecten voor tweewaardige ionen een 
grotere invloed op de beweeglijkheid hebben dan voor éénwaardige ligt het 
voor de hand dat voor calciumionen een grotere vermindering van het gelei-
dingsvermogen gevonden wordt dan voor natrium- of kalium ionen. Zodoende 
wordt bij titratie van Na Alb met CaC^ ook bij lagere pH's een kromming in 
het eerste deel van de curve gevonden. 
Een duidelijke conclusie over de grootte van de binding van calcium aan 
albumine kan uit deze conductometrische titraties dus niet worden gehaald. 
Dit wordt nog geïllustreerd in figuur 7, waar de titratiecurven van NaAlb en 
NaHb met СаС^ bij dezelfde lading gegeven worden. In beide gevallen ver­
toont de curve in het begin een kromming. Als we er van uitgaan, dat hemo­
globine geen calcium bindt, dan moet deze kromming geheel veroorzaakt 
worden door het elektroforese- en relaxatie-effect. Maar dit betekent, dat in 
het geval van albumine eenzelfde kromming gevonden moet worden als gevolg 
van het optreden van elektroforetische en relaxatieremming. Vergelijken we 
beide curven van fig. 7, dan zien we, dat de NaAlb-curve in het begin wat 
meer van de naderhand gevonden rechte lijn afwijkt dan de NaHb-curve. Dit 
suggereert dat bij albumine ook nog enige specifieke binding van calciumionen 
optreedt. 
II. 3.2. Transportgetalbepalmgen 
Fig. 8 geeft Лдц, resp. Л ^ als functie van de titratielading voor alkali-
albuminaten en alkalihemoglobinaten. Bij gelijke lading wordt voor Л д ^ en 
A l i , dezelfde waarde gevonden. Voor beide eiwitten is een moleculairgewicht 
van 69.000 aangenomen. Wat betreft Poviet-albumine is dit waarschijnlijk de 
meest betrouwbare waarde (Möller, 1959), hoewel in de recente literatuur 
vaak een moleculairgewicht van 66.000 à 67.000 aangenomen wordt (Spahr 
en Edsall, 1964; Bloomfield, 1966; Squire et al., 1968). Voor hemoglobine 
leveren oudere onderzoekingen een moleculairgewicht van 64.000 tot 68.000 
(voor een overzicht, zie Braunitzer et al., 1964). De waarde welke thans 





meq Me Alb (MeHb)/liter 
Fig. 8. Beweeglijkheid van het albuminaation en het hemoglobmaation in oplossingen 
van alkalialbuminaten resp. alkalihemoglobinaten. Voor de berekening van het 
aantal meq MeAlb (MeHb) per liter en de titratielading Z H , zie vergelijking 
(13). 
De resultaten voor alkalialbuminaten zijn ontleend aan Möller (1959). 
Eiwitconcentratie 25 gram/liter, temperatuur 25 0C. 
menstelling (Eek en Dayhoff, 1966). Hoewel het moleculairgewicht van he-
moglobine dus waarschijnlijk iets kleiner is dan dat van albumine, is het 
verschil dermate gering dat in ons geval zonder bezwaar een gelijke waarde 
voor beide eiwitten aangehouden kan worden. De vorm van het albumine- en 
hemoglobinemolecuul verschilt wellicht meer. Uit röntgenanalyse is gebleken 
dat het hemoglobinemolecuul in de vaste stof nagenoeg bolvormig is, terwijl 
uit hydrodynamische metingen gevonden is dat deze vorm ¡n oplossing behou-
den blijft (zie bijv. Rossi-Fanelli et al., 1964). Voor de vorm van het albumi-
nemolecuul gaan de meeste aanwijzingen in de richting van een langgerekte 
ellipsoïde met een lange as van 140 Âen een korte as van 40 Â (Squire et al., 
1968). Deze opvatting wordt ondersteund door de ontdekking dat de peptide-
keten van albumine tot een min of meer lineair aggregaat van drie of vier 
globulaire delen is opgerold (Weber en Young, 1964; Peters, 1965; Adkinsen 
Foster, 1965, 1966; Bloomfield, 1966; Markus et al., 1967; Peters en Hawn, 
1967; Franglen en Swaniker, 1968; Pederson en Foster, 1969). Zoals echter 
uit fig. 8 blijkt hebben deze verschillen tussen albumine en hemoglobine geen 
meetbare invloed op de beweeglijkheid van het macroion. 
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Fig. 9. 
б β 10 12 
meq.MeAlb(MeHb)/liter 
Beweeglijkheid van het metaalion in oplossingen van alkalialbuminaten en 
alkalihemoglobinaten. Zie verder het onderschrift bij fig. 8. 
In fig. 9 is de beweeglijkheid van het metaalion weergegeven voor na­
trium- en kaliumalbuminaten en hemoglobinaten. De beweeglijkheid van het 
natriumion is in NaHb wat groter dan in NaAlb. Dit verschil is echter niet 
reëel, aangezien naderhand uit meting van het specifiek geleidingsvermogen 
gebleken is dat de hemoglobineoplossing niet volkomen elektrolytvrij geweest 
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is. Dit heeft hoegenaamd geen invloed op A^b, maar leidt wel tot een grotere 
waarde voor Л ^
а
. Bij de metingen aan kaliumhemoglobinaten (en calcium-
hemoglobinaten), welke later uitgevoerd werden, is de nodige aandacht aan 
dit feit besteed, met als resultaat dat geen verschil gevonden werd voor de 
beweeglijkheid van het kaliumion in KAlb en KHb. 
De resultaten van de transportmetingen aan Ca Alb, MgAlb, Ba Alb, SrAlb 
en CaHb zijn vermeld in fig. 10 en fig. 11. Het is duidelijk, dat de aard van het 
aardalkaliion geen invloed heeft op Л д ^ . Bovendien is de beweeglijkheid van 
het macroion in CaAlb en CaHb gelijk bij dezelfde lading. Dit geldt eveneens 
voor Лсд. Deze feiten suggereren dat binnen de nauwkeurigheid van de trans-
portgetalbepaling dezelfde binding van Ca aan albumine als aan hemoglobine 
gevonden wordt, terwijl er geen verschil is tussen de binding van Ca, Ba, Mg en 
Sr aan albumine, hetgeen er op wijst dat de binding geheel of in ieder geval 
grotendeels het karakter heeft van een niet-specif ieke elektrostatische dubbel­
laaginteractie. Om de calciumbinding te kunnen berekenen hebben wij ge­
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Fig. 10. Beweeglijkheid van het elbuminaation en het hemoglobinaation in oplossingen 
van aardalkalialbuminaten resp. aardalkalihemoglobinaten. Voor de bereke­
ning van het aantal meq MeAlb (MeHb) per liter en de titratielading Z H , zie 
vergelijking (13). 
Eiwitconcentratie 26 gram/liter, temperatuur 2 5 0 C . 
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Fig. 11. Beweeglijkheid van het metaal ion in oplossingen van aardalkalialbuminaten en 
aardalkalihernoglobinaten. 
Eiwitconcentratie 25 gram/liter, temperatuur 25 С. 
Voor de beweeglijkheid van het metaalion bij concentratie MeAlb (MeHb) = O 
zijn de literatuurwaarden gebruikt voor de beweeglijkheid bij oneindige ver­
dunning (Maclnnes, 1961). 
van de binding (zie hoofdstuk 1.2). Hierbij wordt iedere beweeglijkheidsverla-
ging van het calciumion t.o.v. de beweeglijkheid in een overeenkomstige op­
lossing van CaCU als een gevolg van binding beschouwd. Veronderstel dat een 
fractie ν van alle calciumionen gebonden is. Deze hebben dan dezelfde be-
37 
weeglijkheid als het macroion. Voor de gemiddelde beweeglijkheid der calci-
umionen, zoals die rechtstreeks uit de transportmeting gevonden wordt (zie 
verg. 15) geldt nu: 
Λ = - ν Λ ,
 ч
 + ( 1 - у ) Л , (19) 
Ca у Alb(Hb) v y> Ca vrij ч " 
of 
Л . - Л_ 
у =
 С а v r i J 25 (20) 
Ca v r i j + Alb(Hb) 
Hiermee is γ te berekenen als Лр
а
 vr¡¡ bekend is. We kozen hiervoor de 
beweeglijkheid die calciumionen hebben in oplossingen van CaCU bij een 
concentratie gelijk aan die van de vrije calciumionen in CaAlb of CaHb. Daar 
deze vrije concentratie met behulp van у berekend moet worden, werd de 
methode van successieve benadering toegepast. Voor de eerste stap werd een 
Лр
а
 vrj¡ genomen, die overeenkwam met een concentratie gelijk aan de totale 
calciumconcentratie in de eiwitoplossing. Na berekening van у werd A Q » 
in overeenstemming met de vrije concentratie gekozen en у opnieuw bere­
kend. Dit werd herhaald tot у niet meer veranderde, hetgeen na enkele stap­
pen het geval was. Л с
а
 vrj¡ werd steeds verkregen uit de literatuurgegevens 
over het equivalent geleidingsvermogen en de transportgetallen van CaCU bij 
verschillende concentraties (Maclnnes, 1961; Conway, 1952; Falkenhagen et 
al., 1960). 
Uit у, de totale calciumconcentratie en de molaire eiwitconcentratie kan ver­
volgens IV- berekend worden. In fig. 12 is het verband tussen Vç. en Ζ·> 
weergegeven voor CaAlb en CaHb. Zoals we verwachtten is het resultaat voor 
de twee eiwitten hetzelfde. Wordt daarentegen PQ als functie van de pH 
uitgezet dan zien we dat de curve voor CaHb t.o.v. die voor CaAlb naar hogere 
pH-waarden verschoven is (fig. 13). De oorzaak ligt in het feit dat het isoëlek-
trisch punt van hemoglobine ongeveer 2,4 pH-eenheden hoger ligt dan dat van 
albumine. Zodoende bindt hemoglobine bij pH 7,5 praktisch geen calcium-
ionen terwijl bij deze pH voor albumine een bindingsgetal van 3 à 3,5 gevon-
den wordt. Vergelijken we deze waarde met de literatuurgegevens van tabel II 
dan zien we dat er goede overeenkomst bestaat met de resultaten van Katz en 
Klotz en met die van Ettori en Scoggan. Hierbij moet echter vastgesteld 
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worden dat Vç^ uit fig. 12 en 13 geen maximum bindingsgetal in de zin van de 
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Fig. 12. Gemiddeld aantal calciumionen, dat per eiwitmolecuul gebonden Is, als func­
tie van de titratielading Z.. voor oplossingen van Ca Alb en CaHb. 
Vç. is berekend op basis van vergelijking (19). 
In verband met hetgeen reeds in hoofdstuk I opgemerkt is over de definitie 
van het bindingsgetal valt het eigenlijk niet te verwachten, dat de aldus gedefi-
nieerde binding te beschrijven is met de massawerkingswet of de theorie der 
multipele evenwichten. Om dit te onderzoeken is voor de CaAlb-oplossingen 
uit fig. 12 i>Qa/ [Ca vrij] uitgezet tegen i ^ . Als de bindingsplaatsen iden-
tiek en onderling onafhankelijk zijn moet dan volgens vergelijking (5) een 




 verkregen kunnen wor­
den. De resultaten zijn weergegeven in fig. 14. Inderdaad wordt een lineair 
verband gevonden, maar het verloop is niet in overeenstemming met (5), 
aangezien de helling van de lijn positief is i.p.v. negatief. Elektrostatische 
interacties tussen bindingsplaatsen kunnen nog in rekening gebracht worden 
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Fig. 13. Gemiddeld aantal calciumionen, dat per eiwitmolecuul gebonden is, als func­
tie van de pH voor oplossingen van Ca Alb en CaHb. 
V~ is berekend op basis van vergelijking (19). 
Hierbij kan w met (8) berekend worden. De resultaten ziet men in tig. 15. 
Opmerkelijk is dat voor pH-waarden van ongeveer 7 en lager (vergelijk fig. 13) 
de binding nu wel met een multipel evenwicht beschreven kan worden; extra­
polatie levert η = 3,2 en pK = 1,95. Deze waarden stemmen goed overeen 
met sommige literatuurgegevens (zie tabel II en fig. 1). 
Een bezwaar van de gevolgde werkwijze is dat bij verhoging van de calcium-
concentratie in CaAlb-oplossingen automatisch de lading van het albumi-
naation en de pH van de oplossing toenemen, omdat meer Ca(OH)2 moet 
worden toegevoegd. Met de verandering van de eiwitlading wordt volgens (7) 
rekening gehouden. Het is echter denkbaar, dat ook η verandert met de pH. 
Om deze moeilijkheid te ondervangen is de binding ook bestudeerd aan het 
systeem CaAlb + CaC^. De resultaten staan in tabel VI. 
Bij een titratielading van - 24,8 (pH 9,0) werd de binding uitgezet als functie 
van de toegevoegde hoeveelheid СаС^ (fig. 16). Omdat de nauwkeurigheid 
van i ^ a in deze gevallen niet erg hoog is werd in fig. 16c de best mogelijke 
vloeiende curve getrokken. Deze werd vervolgens overeenkomstig vergelijking 
(5) uitgezet (fig. 16d). Zoals men ziet is het verband tussen VQ^ [Ca2''"vrij] 
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Tobet VI. Transportmetingen volgens Hittorf aan oplossingen van CaAlb +CaCI2 bij 2S0C (boven) en bij 10oC (onder) 
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en Pp niet lineair, zodat de binding niet met vergelijking (5) te beschrijven is. 
De vorm van de curve suggereert dat misschien meerdere soorten bindings-
plaatsen aanwezig zijn (zie bijv. Tanford, 1966). Elektrostatische interacties 
tussen bindingsplaatsen werden nog in rekening gebracht door de binding 
volgens (7) uit te zetten, maar dit leverde een curve op, waarvan de helling 
over het gehele gebied positief is, hetgeen volgens (7) niet mogelijk is. In dit 
geval is de binding dus alleen met een multipel evenwicht te beschrijven als 
elektrostatische interacties afwezig geacht worden, hetgeen niet erg waar-
schijnlijk is, en bovendien meerdere soorten bindingsplaatsen aangenomen 
worden. 
10 IS 20 
meq CaC^/lrter 
10 15 20 
meq.CaC^/liter 
10 IS 20 
meq.CjClj/üte 
Fig. 16. De гешіteten van de tranipoi unetingen aan oplossingen van CeAlb, waaraan 
verschillende hoeveelheden СаС^ waren toegevoegd. 
CaAlb: 9,00 meq/llter, eiwitconcentratie 26 gram/titer, Z ^ = -24,8, pH 9,0, 
temperatuur 260C. 




 en ν~ als functie van de toegevoegde 
hoeveelheid CaCI-. In d) zijn de bindingsgetallen uit c) uitgezet volgens verge­
lijking (6). 
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Tabel VII en gedeeltelijk ook tabel VI geven een indruk van de tempera-
tuursafhankelijkheid van І ^ in oplossingen van CaAlb + СзС^- De toename 
van Vra tiet de temperatuur bedraagt maximaal 20/o per graad tussen 0 en 
30oC en neemt in dit temperatuurstraject toe als de temperatuur groter 
wordt. De totale toename tussen 0,5 en 30oC is ongeveer 20o/o bij Zu = 
-24,8 (pH ±9). Door Katz en Klotz (1953) is m.b.v. evenwichtsdialysegevon­
den dat bij pH 8,0 de binding van calcium aan albumine onafhankelijk is van 
de temperatuur tussen 0 en 250C. Dit zou betekenen dat de binding niet 
gepaard gaat met een enthalpieverandering maar wel met een vrij grote positie­
ve entropieverandering, hetgeen kan wijzen op een verandering in de water-
structuur rond het eiwitmolecuul. De resultaten zijn echter niet rechtstreeks 
met die van ons vergelijkbaar vanwege het verschil in bepalingsmethode en 
definitie van de binding. 
11.4. Discussie 
Zoals uit het voorafgaande blijkt is de binding van calcium aan albumine 
slechts ten dele te beschrijven met de theorie der multipele evenwichten. Dit 
zal ongetwijfeld gedeeltelijk veroorzaakt worden door de wijze waarop de 
binding gedefinieerd is. We hebben immers gesteld dat iedere beweeglijkheids-
verlaging van het calciumion in de albumineoplossing t.o.v. de beweeglijkheid 
in een CaCU -oplossing als het resultaat van binding beschouwd moet worden. 
Dit houdt in dat ook beweeglijkheidsverlaging tengevolge van elektrofore-
tische en relaxatieremming in de eiwitoplossing als binding gemterpreteerd 
wordt. Door Möller (1959) is voor alkalialbuminaten aangetoond dat deze 
effecten tot een aanzienlijke beweeglijkheidsvermindering voor het alkaliion 
leiden. Derhalve kan men zich afvragen of ook voor aardalkaliionen de be-
weeglijkheidsvermindering niet geheel veroorzaakt wordt door het feit, dat 
deze remmingseffecten in de eiwitoplossingen veel groter zijn dan in de over-
eenkomstige chlorideoplossingen. In dat geval moet de binding beschouwd 
worden als een niet-specifieke elektrostatische interactie tussen een macroion 
en zijn tegenionen, zonder dat speciale groepen van het eiwit hierbij een rol 
spelen. Twee aanwijzigingen hiervoor kunnen we reeds noemen. Ten eerste 
blijkt de beweeglijkheid van het albuminaation onafhankelijk te zijn van de 
soort aardalkaliion (fig. 10) en in afwezigheid van zouten alleen bepaald te 
worden door de eiwitlading. Ten tweede wordt voor het albuminaation en het 
hemoglobinaation in CaAlb- resp. CaHb-oplossingen bij dezelfde eiwitlading 






























































































Tabel VII. Transportmetingen volgens Hittorf ean oplossingen van CaAlb + CaCI- bij verschillende temperaturen. 
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calcium en albumine zouden we juist verwachten dat Л д ^ kleiner is dan 
Aj_|b, terwijl ook enige invloed van de soort aardalkaliion op de binding, dus 
ook op Лді^, voor de hand zou liggen. Anderzijds is niet zonder meer uit te 
sluiten dat albumine en hemoglobine niet dezelfde specifieke interactie met 
calciumionen vertonen. In dat geval zullen Лдц, en Л ^ wel hetzelfde zijn, 
maar lager dan zonder deze specifieke calciumbinding. Uitsluitsel hierover kan 
alleen verkregen worden door berekening van Лдц^ of Л ^ ^ in een CaAlb-
resp. CaHb- oplossing, waarbij specifieke interacties buiten beschouwing gela­
ten worden. Deze berekening hebben wij uitgevoerd op een wijze zoals be­
schreven door Möller. Ter verduidelijking zullen de voornaamste punten van 
deze methode nu worden gegeven (Möller, 1959; Möller et al., 1961 a,b). 
Op een negatief geladen macroion, omgeven door tegenionen, dat zich 
bevindt in een uitwendig elektrisch veld (veldsterkte E volt/cm) zullen de 
volgende krachten werkzaam zijn: 
1 ). Kracht, veroorzaakt door het aangelegde veld: 
f1 = Z e E 
waarbij 
Ζ = lading macroion, inclusief teken, 
e = lading van een proton. 
2). Wrijvingskracht volgens Stokes: 
fo =-6πη 0 a ν , voor een bolvormig macroion, 
waarbij 
ν = snelheid van het macroion (stationaire toestand), 
170 = viscositeit van het oplosmiddel, 
a = straal van het gehydrateerde macroion. 
3). Kracht, veroorzaakt door verstoring van de bolsymmetrische ladingsver­
deling in de dubbellaag rond het macroion onder invloed van het aange­
legde elektrische veld (relaxatie-effect): 
f 3 = Z e A E 
waarbij 
ΔΕ = gemiddelde veldsterkte van het relaxatieveld, tegengesteld gericht 
aan het uitwendige veld. 
4). Wrijvingskracht, veroorzaakt door het bewegen van moleculen oplosmid­
del met de tegenionen in een richting tegengesteld aan die van het ma­
croion (elektrof orese-eff eet) : 
f 4 = ( E + Δ Ε ) k 4 = ( E + Δ Ε ) 6 πτ70 a ve| 
waarbij 
ve| = snelheidsvermindering van het macroion t.g.v. het elektroforese-
effect bij E = 1 en ΔΕ = 0 . 
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In de stationaire toestand geldt: 
f 1 + f 2 + f 3 + f 4 = 0 ( 2 1 ) 
Hieruit volgt: 
V =
 { б - 5 П Г З + v
e
i } ( E
 + A E ) 





o l ) ( E + Δ E) o e l 
waarbij ν = snelheid van het macroion bij E = 1 en in afwezigheid van het 
elektroforese- en relaxatie-effect. 
Voor de beweeglijkheid van het macroion geldt: 
A F ν 
Λ
 * - f (23) 
waarbij F = lading van één gramequivalent positieve ionen. 
Combinatie van (22) en (23) levert: 
Л = (Л
о
 + F v
e l ) ( 1 + ^ ) (24) 
Л ¡s de beweeglijkheid van het macroion in afwezigheid van het elektro-
forese- en relaxatie-effect. De relaxatiefactor 1 + Δ E/E geeft aan welke 
fractie van het aangelegde veld in feite werkt op het macroion en geeft de 
verhouding van de beweeglijkheid met en zonder relaxatie. De relaxatiekracht 
uitgeoefend op het macroion is gelijk maar tegengesteld gericht aan de relaxa­
tiekracht op de tegen ionen, zodat vergelijking (24) ook geldt voor de beweeg­
lijkheid van de tegenionen. Aangezien we gevonden hebben dat Лд|
Ь
 in oploe-
singen van aardalkalialbuminaten onafhankelijk is van de soort tegenionen en 
ve| eveneens onafhankelijk is van de aard van het aardalkaliion moet volgens 
(24) de relaxatiefactor ook niet beïnvloed worden door de aard van het aard-
alkaliion. Hierdoor kan de relaxatiefactor gevonden worden uit de beweeglijk-
heid van twee verschillende aardalkaliionen: 
\ a = ( Ao,Ba + F v e l > < 1 + ^ ) (25) 
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V ( Ao,M g
 + F V
e l > ( 1 + ¥ ) <26> 
of 
ΔΕ Ba 1 + ^ = u _ ^ g (27) 
o,Ba o,Mg 
Voor de berekening van de relaxatiefactor wordt de beweeglijkheid van de Ba-
en Mg-ionen gebruikt, omdat deze aardalkaliionen het meest in beweeglijkheid 
verschillen (zie fig. 11). 
Aangezien 1 + Δ E/E eveneens de relaxatie van het macroion weergeeft ken­
nen we nu de invloed van het relaxatie-effect op de beweeglijkheid van het 
macroion. 
Op deze wijze kan het relaxatie-effect berekend worden voor albuminaat- of 
hemoglobinaatoplossingen, waaraan geen extra zout is toegevoegd. In aanwe­
zigheid van zout kan (27) evenei ns gebruikt worden, mits voor Лд
а
 en Л ^ 
de gemiddelde beweeglijkheid van die tegenionen genomen wordt, die beho­
ren tot de elektrische dubbellaag. De concentratie ervan kan in eerste instantie 
gelijkgesteld worden aan de concentratie in equivalenten van het macroion. 
De andere tegenionen worden verondersteld dezelfde beweeglijkheid te heb­
ben als bij afwezigheid van albuminaat of hemoglobinaat. Hetzelfde geldt voor 






BaAlb o p l o s s i n g B a C 1 2 ( 2 8 ) 
en 
KBaAlb = CBaAlb(AAlb + V ( 2 9 > 
waarbij 
К = specifiek geleidingsvermogen (Ω cm ), 
Си
а
Ац, = aantal grameq BaAlb per ml. 
Op analoge wijze wordt Л ^ gevonden. KQaQ\ en fC^gQi kunnen uit litera­
tuurgegevens verkregen worden. 
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In aanwezigheid van zout zijn door ons alleen transportmetingen uitge-
voerd aan het systeem CaAlb + CaCU, zodat in deze gevallen het relaxatie-
effect niet op bovenstaande wijze berekend kan worden. Uit de resultaten van 
Möller et al. (1961 a,b) blijkt echter dat bij alkalialbuminaten de aanwezig-
heid van zout nauwelijks invloed heeft op de relaxatiefactor. Bij een titratie-
lading van -22,1 bijvoorbeeld wordt in het zoutvrije geval voor de relaxatiefac-
tor 0,86 tot 0,90 gevonden bij verschillende albumineconcentraties tussen 3 
en 50 gram per liter. Bij dezelfde lading wordt een tamelijk constante waarde 
van 0,86 ± 0,04 verkregen bij variatie van de alkalichlorideconcentratie tussen 
2 en 10 meq/l en van de albumineconcentratie tussen 3 en 25 gram/l. Der-
halve zijn we er van uitgegaan dat ook bij calciumalbuminaten zouten prak-
tisch geen invloed hebben op de relaxatiefactor, zodat de factor, verkregen in 
het zoutvrije geval, ook gebruikt mag worden in aanwezigheid van zout bij 
dezelfde titratielading en molaire albumineconcentratie. 
Volgens (24) kan nu de beweeglijkheid van het macroion berekend wor-
den als ν | bekend is. Daartoe beschouwen we om het macroion een concen­
trische bol met straal R, waarbinnen zich het macroion en zoveel tegenionen 
ел coionen bevinden, dat de nettolading van de bol gelijk is aan nul. 
De straal R wordt zo gekozen, dat: 
ì π R3 = -L (30) 
1 
3 
waarbij n c het aantal macroionen per cm voorstelt. 
We veronderstellen verder dat aan de volgende voorwaarden voldaan is: 
1). (d ф/аг)щ = 0, waarbij φ = d e potentiaal in de dubbellaag als functie 
van de afstand r vanaf het centrum van het macroion. 
2). De afmeting van de dubbellaag is groot ten opzichte van de straal van het 
macroion, zodat lokale verstoring van het elektrisch veld rond het ma­
croion verwaarloosd mag worden (correctie volgens Henry = 0 ) . 
3). Viscositeit η 0 en dielektrische constante ε zijn constant in de dubbel­
laag. 
4). Voldaan wordt aan de wet van Stokes. 
De dubbellaag wordt opgebouwd gedacht uit concentrische bolschillen met 
dikte dr. Dan geldt: 
6 * TJ r dv ., » P.4 * r dr ( 3 1 ) 
o e l 
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met voor de ladingsdichtheid ρ in de dubbellaag: 
e 1 ά2(τφ) ._ . 
ρ = - . - . j- (Poisson-vergelijking) ( 3 2 ) 
4 π r dr 
Combinatie van (31) en {32) en integratie over de dubbellaag van г = a tot 
г = R levert: 




a ε а 
Zodat: 
v
e i = пг (*a_ V • τιηττ = 7тт-( V-vo 
o 0 0 
( 3 5 ) 
Uit (23), (24) en (35) volgt nu voor de beweeglijkheid van het macroion: 
л
= г Н - < <'+тг» < 3 6 > 
о 
Voor het berekenen van \¡Ja · \¡/p moeten we het potentiaalverloop in de 
dubbellaag kennen. Nu wordt de ladingsdichtheid ρ (zie verg.32) in een punt 
met potentiaal ψ volgens Boltzmann gegeven door: 
ζ + β ( ψ • Ψ+) 
p = ζ eñ . e x p ( - ^s )+ 
+
 ^
 ( 3 7 ) 
ζ_β(ψ - Ψ_) 
+ г
т
 e ñ e . e x p ( - ^ j ) 
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waarbij 
z+, ζ. = lading tegen ionen resp. coionen, inclusief teken, 
к = constante van Boltzmann, 
Τ = temperatuur (0Kelvin), 
ñ , ñ = gemiddelde concentratie van tegenionen resp. coionen 
_ in een bol met straal R (aantal ionen/cm ), 
φ+, φ_ = potentiaal op die plaats, waar de werkelijke 
tegen ionenconcentratie = ñ + / resp. coionenconcentratie = ïï_. 
We definiëren: 
еф e$ e\¡> 
φ = : φ - — ; φ = =-=" (38) 
ψ
 kT ' ψ+ кТ ' Ψ- кТ 
en 
2 












-> С 3 9 ) 
Verder geldt de elektroneutraliteitsvoorwaarde: 
ñ z + ñ z + n Z = 0 (АО) 
+ + - - с 
Vergelijking (32), met daarin voor ρ vergelijking (37) gesubstitueerd (Poisson-
Boltzmann-vergelijking), kan niet analytisch worden opgelost. Een benaderde 
oplossing wordt verkregen door ontwikkelen van de exponentiële termen 
(Debije-Hückel-benadering). Dit levert met gebruikmaking van (38), (39) en 
(40): 
2 „ 2- . 2 
d (τφ) _ 2 
d r ^ \ ζ . η , + ζ η / 
= х
2
г ( ф + b) ( 4 1 ) 
De algemene oplossing van (41) is: 
φ
 = A
 e x P(-* r >
 + в
 e x P ( + x r ) - b (42) 
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waarbij A en В gevonden worden uit de randvoorwaarden: 
2 (И." - (φ Ze 2 e а kT 
Dit levert tenslotte na substitutie van (38) voor ф,ф+ en φ_·. 






exp j - xa 
v R - 1 > 
H^j- (xa+1).exp ) 2x(R-a) } - xa +1 
^ j - .exp {x(2R-r)}+ exp {xr} 
— η Ζ - z^S Τ -
 z
2îi φ 
е е + + + - - -2-
 Α
 2-
ζ η + ζ _ η 
χ 
( 4 4 ) 
Uit (44) kan ψ3 - ф^ rechtstreeks berekend worden en vervolgens de 
beweeglijkheid van het macroion met (36). Hierbij werden de volgende waar­
den gebruikt : R = 102 A (eiwitconcentratie 25 gram/liter), а =34,5 A,170 = 
0,008937 poise (250C), e =78,54 (250C), F =96.490 coulomb, terwijl de 
gebruikelijke literatuurwaarden voor de andere constanten genomen werden 
(Conway, 1952). Voor de berekening van Лдц, bij andere temperaturen dan 
250C werden de bij die temperaturen behorende waarden voor η0 en e van 
water gebruikt (Hodgman et al., 1962), terwijl de relaxatiefactor veronder­
steld werd onafhankelijk van de temperatuur te zijn tussen 0 en 30oC. De 
relaxatiefactor werd volgens (27) uit de beweeglijkheid van de barium- en 
magnesiumionen in BaAlb- resp. MgAlb-oplossingen berekend (zie fig. 11). 
Tabel VIII geeft de berekende en de waargenomen Лдц, voor een aantal 
zoutvrije albuminaatoplossingen. Bij vergelijking van NaAlb en CaAlb blijkt 
dat bij dezelfde eiwitlading ф
а
 - ψρ betrekkelijk weinig verschilt. De relaxa­
tiefactor is in CaAlb echter veel kleiner dan in NaAlb, d.w.z. het relaxatie-




































































































Tabel VIII . Experimentele en berekende Л . . . voor zoutvnje plbuminaatoplossmgen als functie van de eiwitladmg. 
Albummeconcentratie 25 gram/l. Temperatuur 250C. 
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beeld, bij -Zu > 2 0 geeft het relaxatie-effect bij CaAlb een verlaging van Λ » -
van 4 5 % en bij NaAlb van 13 tot 1 5 % . De nauwkeurigheid van de relaxa­
tiefactor is echter voor aardalkalialbuminaten nogal laag, omdat Λρ en Л». 
slechts weinig verschillen (Ag g a - ^ ^ = 1 1 ) , zodat ook geen grote nauw­
keurigheid in de berekende waarde van Лд|
Ь
 verwacht kan worden. Wij schat­
ten de mogelijke fout in de relaxatiefactor in de orde van 1 5 % . 
Fig. 17. Experimenteel bepaalde en berekende beweeglijkheid van het albuminaation 
in CaAlb-oplossingen als functie van de titratielading Z... De experimentele 
curve is dezelfde als de ononderbroken curve uit fig. 10. In de berekende 
curve zijn de punten aangegeven, waarvoor de berekening is uitgevoerd (verge­
lijk tabel VIII). 
Eiwitconcentratie 25 gram/liter, temperatuur 25 C. 
In fig. 17 zijn de berekende waarden voor Л д ^ in de CaAlb-oplossingen 
van tabel VIII uitgezet als functie van de eiwitlading terwijl tevens de gemeten 
curve is weergegeven. De overeenkomst tussen de berekende en de gemeten 
curve is goed voor - Z H < 1 5 à 20, d.w.z. voor pH-waarden kleiner dan ±7,5. 
Bij hoge eiwitladingen is de berekende waarde van Л « ^ groter dan de geme­
ten waarde, terwijl de afwijking meer dan 1 5 % bedraagt. Op grond hiervan 
menen wij te mogen concluderen dat beneden pH ± 7,5 geen of weinig speci­
fieke binding van calciumionen аэп albumine plaats heeft. De gemeten Лдц, 
zou dan immers kleiner zijn dan de berekende, omdat t.g.v. binding van 
calciumionen - Ζ kleiner wordt en Лд|
Ь
 dus ook. Hiermee is tevens verklaard 
waarom we voor Л ^ dezelfde waarde gevonden hebben als voor Лд.и bij 
gelijkblijvende eiwitlading, aangezien voor beide eiwitten dezelfde beweeglijk­
heid berekend wordt aannemende dat grootte en vorm van het molecuul 
alsmede het moleculairgewicht voor albumine en hemoglobine hetzelfde zijn. 
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Reeds is opgemerkt dat dit waarschijnlijk niet geheel juist is. De invloed van 
verschillen in grootte, vorm of gewicht op de beweeglijkheid moet echter 
gering zijn omdat ook geen verschil gevonden werd tussen alkali-albummaten 
en hemoglobinaten. Wij vermoeden dat de invloed van de vorm op de wrij-
vingscoëfficiënt en op het elektroforese-effect elkaar compenseren. De moge-
lijkheid dat nog een weinig specifieke calciumbinding aanwezig is beneden pH 
7,5 kunnen we niet geheel uitsluiten, omdat de voor Л д ^ berekende waarden 
daarvoor niet nauwkeurig genoeg zijn. Zeker is echter dat een groot gedeelte 
van de calciumbinding zoals gevonden in fig. 12 en 13 gezien moet worden als 
het zich bevinden van de calciumionen binnen de attractiesfeer van het macro­
ion, d.w.z. als binding in de zin van ophoping in de elektrische dubbellaag. In 
dit verband heeft een maximum bindingsgetal en pK-waarde, zoals gevonden 
in fig. 15, alleen formele betekenis, zonder dat hieruit conclusies omtrent de 
groepen in het eiwitmolecuul, die voor de binding verantwoordelijk zijn, ge­
haald kunnen worden. 
De resultaten van de berekening van Лдіи in oplossingen van CaAlb + 
CaCU zijn weergegeven in de tabellen VI en VII. Ook hier vinden we dat bij 
hoge lading de berekende beweeglijkheid steeds beduidend hoger is dan de 
gemeten Лдц,, juist zoals in het zoutvrije geval. Dit zou kunnen wijzen op 
binding van calciumionen. Anderzijds zal de fout, gemaakt bij het ontwikke­
len van de Poisson-Boltzmann-vergelijking, des te groter zijn naarmate het 
eiwitmolecuul meer negatief geladen is. Dit leidt tot een overschatting van ii/ 
α 
- φο bij hoge eiwitlading. Om een indruk te krijgen hoe groot dit effect is 
hebben we gebruik gemaakt van de tabellen van Loeb et al. (1961), die het 
potentiaalverloop in de dubbellaag om een bolvormig colloidaal deeltje bere­
kend hebben via numerieke integratie van de Poisson-Boltzmann-vergelijking 
met behulp van een IBM-704 computer. Hoewel de getabelleerde waarden niet 
rechtstreeks op onze systemen toepasbaar zijn, hebben we door interpolatie 
een schatting van de grootte van de afwijking kunnen maken. Bij zoutconcen-
traties in de orde van grootte als vermeld in de tabellen VI en VII blijkt de 
overschatting van φ - φ a ongeveer 30/o te bedragen bij Ζμ=-10 {φ - φα is 
ca 25 mV), maar op te lopen tot ca 2 0 % bij Z H =-25 [фа - ψ η is 45 tot 50 
mV; 10 meq CaCU per liter). Rekening houdende met een fout in de relaxa­
tiefactor van 15o/o geeft dit mogelijke afwijkingen bij hoge eiwitlading in de 
orde van 350/o. Zoals blijkt uit de tabellen VI en VII valt een groot deel van 
de gevonden afwijkingen binnen dit gebied. 
Gezien de onzekerheid in de berekende Л д ^ kunnen we bij hogere 
eiwitlading specifieke binding van calciumionen niet uitsluiten. Bovendien zal 
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hier Лд|^ nauwelijks beïnvloed worden door binding van bijvoorbeeld 1 of 2 
calciumionen per molecuul albumine, omdat de helling van de curve, die het 
verband tussen Лдц^ en Z|_| in oplossingen van aardalkalialbuminaten weer­
geeft, klein wordt bij hoge eiwitlading (zie fig. 10). Dit verklaart tevens waar­
om geen afwijkingen tussen verschillende aardalkalialbuminaten onderling en 
tussen Ca Alb en CaHb gevonden zijn. Zodoende zijn de resultaten van de 
transportmetingen niet in strijd met die van de conductometrische titraties uit 
fig. 7, welke nog enige specifieke binding suggereren. Wanneer voldoende 
CaCIo is toegevoegd worden in fig. 7 namelijk evenwijdige, rechte lijnen ge­
vonden voor de titraties van NaAlb en NaHb. Uit het verschil in specifiek 
geleidingsvermogen bij een bepaalde CaC^-concentratie, zoals uit deze lijnen 
gevonden wordt, kan een schatting gemaakt worden van het maximum bin­
dingsgetal m.b.v. de beweeglijkheden, die met transportmetingen gevonden 
zijn. Dit levert een maximale binding van 1 à 2 calciumionen per molecuul 




STRUCTUURVERANDERINGEN IN SERUMALBUMINE BIJ DENATURA-
TIE. DE INVLOED VAN CALCIUMIONEN OP DE ALKALISCHE DENA-
TURATI E 
II I . 1. Inleiding* 
Uit viscositéitsmetingen (Tanford et al., 1955 b; Tanford en Buzzell, 
1956) is gebleken dat, bij kamertemperatuur, serumalbumine in water een 
compacte, stijve structuur heeft tussen pH 4,3 en 10,5. Deze natieve confor· 
matie bevat ongeveer 550/o o-helix en 450/o "random coil" en wordt in 
hoofdzaak gestabiliseerd door intramoleculaire waterstofbruggen, hydrofobe 
interacties en de 17 disulfidebruggen (zie bijv. Foster, 1960; Urnes et Doty, 
1961). Boven pH 10,5 treedt in eerste instantie een ontvouwing van de natie-
ve structuur op ten gevolge van expansie van het molecuul, veroorzaakt door 
de hoge eiwitlading (alkalische denaturatie). Bij verwarming boven bepaalde 
temperaturen vindt eveneens ontvouwing plaats als gevolg van het verbreken 
van waterstofbruggen (thermische denaturatie). In de volgende fase van de 
denaturatie ontstaan nieuwe bindingen tussen de eiwitmoleculen onderling, 
hetgeen leidt tot de vorming van aggregaten. Zodoende kan thermische dena-
turatie aanleiding geven tot precipitatie van het eiwit als de elektrische lading 
van de moleculen klein is, zodat onderlinge afstoting geen belemmering vormt 
voor de vorming van grotere eenheden. 
In het kader van ons onderzoek naar de interactie tussen calciumionen 
en serumalbumine aan de alkalische zijde van het isoëlektrisch punt hebben 
wij de invloed bestudeerd van calciumionen op de structuurveranderingen die 
boven pH 10,5 in het albumine plaats vinden. Hiertoe bleek het nodig te zijn 
deze structuurveranderingen eerst te onderzoeken in afwezigheid van calcium. 
Aangezien de hierbij verkregen resultaten duidelijk aantoonden dat in de lite-
ratuur een misvatting bestaat over de conformatie van het albuminemotecuul 
na alkalische denaturatie hebben wij deze onderzoekingen uitgebreid met een 
'Het onderzoek naar de structuurveranderingen in serumalbumine bij denaturatie werd 
verricht in samenwerkino met Drs. W.G.M.Braam. Voor zijn medewerking, in het bijzon-
der wet betreft de experimenten m.b.v. polyacrylamidegel-elektroforese, wil ik hem op 
deze plaats mijn dank betuigen. Een gezamenlijke publicatie van het onderzoek is elders 
verschenen (Harmsen en Braam, 1969). 
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Studie van de thermische denaturatie, teneinde een beter inzicht te verkrijgen 
in de denaturatie van albumine in het algemeen. 
III.2, III.4 en III.5 behandelen de structuurveranderingen bij alkalische 
en thermische denaturatie van albumine. In III.6 wordt tenslotte de invloed 
van calciumionen op de denaturatie boven pH 10,5 beschreven. 
I I I . 2. Enkele opvattingen over de denaturatie van ssrumalbumine 
Een overzicht van de vele aspecten van de eiwitdenaturatie wordt gege-
ven door Joly (1965). Aangezien een groot aantal parameters bij de denatura-
tie betrokken is, zoals temperatuur, pH, ionsterkte, denaturatietijd, eiwitcon-
centratie etc, is het niet goed mogelijk om alle gegevens uit de literatuur met 
elkaar te vergelijken. Zodoende is nog steeds niet geheel duidelijk op welke 
wijze de intermoleculaire bindingen bij de aggregaatvorming van albumine tot 
stand komen en welke conformatieveranderingen in het albuminemolecuul 
plaats vinden. Door Riley en Arndt (1952, 1953) is met behulp van röntgen-
verstrooiing gevonden dat in thermisch gedenatureerd albumine waarschijnlijk 
dezelfde conformaties (o-helix, "random coil") aanwezig zijn als in het natie-
ve eiwit. Daarentegen concludeert Lenormant (1953) op grond van het infra-
rood-absorptiespectrum van albumine na verhitting dat in het thermisch gede-
natureerde eiwit de ßconformatie of vouwbladstructuur aanwezig is. In dat 
geval moeten de aggregaten bestaan uit een regelmatige rangschikking van 
zover mogelijk gestrekte eiwitketens die bijeen gehouden worden door inter-
moleculaire waterstofbruggen. Optische rotatiedispersie (ORD)-metingen aan 
albumine na denaturatie door alkali of verhitting hebben eveneens tot de 
conclusie geleid dat de ßconformatie aanwezig is na denaturatie (Imahori, 
1960). Deze conclusie is gebaseerd op het feit dat een positieve b0 (zie I I I . 
3.7.) gevonden wordt als de ORD-resultaten van het gedenatureerde eiwit 
geanalyseerd worden volgens de Moffitt-Yang-vergelijking (Moffitt en Yang, 
1956). Voor het natieve eiwit wordt een negatieve b0 gevonden, kenmerkend 
voor Polypeptiden en eiwitten met een hoog gehalte aan Of-helix. Een meer 
systematisch onderzoek naar de ORD van serumalbumine is verricht door 
Callaghan en Martin (1962). Ofschoon deze onderzoekers geen positieve b0 
vonden na alkalische of thermische denaturatie komen zij tot de conclusie dat 
bij denaturatie een vermindering van het o-helixgehalte plaats heeft, omdat b 0 
minder negatief wordt, terwijl de ß-vorm als nieuwe conformatie ontstaat. 
De reden van de laatste conclusie is echter geenszins duidelijk. Verondersteld 
wordt dat het niet reversibel zijn van de denaturatie veroorzaakt wordt door 
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de vorming van nieuwe SS-bruggen. Hierdoor zou worden verhinderd dat 
bepaalde intramoleculaire waterstofbruggen weer teruggevormd worden bij 
afkoelen na thermische denaturatie of bij neutralisatie door zuur na alkalische 
denaturale. Er zouden vervolgens intermoleculaire waterstofbruggen gevormd 
worden, die aanleiding geven tot het ontstaan van ß-structuren. 
Met behulp van lichtverstrooüngs- en sedimentatie-experimenten (Stauff 
et al., 1961; Jaenicke, 1965) betreffende de intermoleculaire interacties bij 
thermische denaturatie van een aantal eiwitten, waaronder serumalbumine, is 
gevonden dat het mechanisme van de aggregaatvorming bestaat uit een koagu-
latie en een uitwisselingsreactie tussen SH- en SS-groepen. Volgens deze on-
derzoekingen zijn bij de koagulatie zwakke bindingskrachten zoals waterstof-
bruggen, hydrofobe bindingen en elektrostatische interacties (zoutbruggen) 
betrokken, terwijl covalente bindingen (disulfide- en lanthioninegroepen) ont-
staan bij het uitwisselingsmechanisme. Verder is gevonden dat bij toenemende 
eiwitlading boven het isoëlektrisch punt steeds meer covalent gebonden aggre-
gaten gevormd worden, aangezien geen splitsing in moleculen van de oor-
spronkelijke grootte meer plaats heeft bij toevoegen van voldoende ureum of 
guanidine-HCI of door variatie van de pH. Derhalve kan men verwachten dat 
het koagulatiemechanisme het meeste effect heeft in de buurt van het iso-
ëlektrisch punt. Aangezien een aggregaatvorming via ß-structuren ook tot het 
koagulatiemechanisme behoort is de kans op het ontstaan van de jJconforma-
tie het grootst tijdens of na thermische denaturatie bij pH-waarden niet te ver 
van het isoëlektrisch punt. 
De eigenschappen van de (Jconformatie zijn thans beter bekend, niet 
alleen wat betreft de parameter b0, die gelijk aan nul of zelfs negatief schijnt 
te zijn voor sommige ß-structuren, maar ook wat de ORD en de circulair-
dichrofsmespectra betreft in het verre ultraviolet tot 190 Γημ (Cheng, 1966; 
Davidson et al., 1966; Davidson en Pasman, 1967; Pasman en Potter, 1967; 
lizuka en Yang, 1966; Ikeda, 1967; Sarkar en Doty, 1966; Townend et al., 
1966; Volkenstein en Zubkov, 1967). En verder is ook het infrarood-absorp-
tiespectrum van de ßconformatie nu duidelijker omschreven (Timasheff en 
Susi, 1966; Susi et al., 1967; Timasheff et al., 1967). Derhalve leek het ons 
zinvol een nieuwe studie te maken van de structuur van serumalbumine bij pH 
4,5 tot 8,0 na alkalische of thermische denaturatie door middel van ORD en 
infrarood-absorptiemetingen. De aggregaatvorming werd onderzocht met gel-
filtratie over sephadex G-100 en G-150 en via polyacrylamkJegel-elektro-
forese. 
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III. 3. Materiaal en methoden 
III. 3.1. Materiaal 
Het onderzoek werd verricht met runderserumalbumine afkomstig van 
Poviet Producten N.V. (Amsterdam) of van Nutritional Biochemicals Corpora-
tion (N.B.C.). De resultaten van de ORD- en infraroodmetingen waren voor 
beide monsters hetzelfde. 
D2O was afkomstig van Merck (Darmstadt). Het gebruikte monster had een 
deuteriumgehalte van 99,750/o ten opzichte van 100o/o voor zuiver D2O. 
Voorzover verkrijgbaar waren de andere chemicaliën van pro-analyse kwaliteit 
(meestal afkomstig van Merck, Darmstadt). 
III. 3.2. Wijze van denatureren 
Thermische denaturarle van albumine werd uitgevoerd in een thermo-
staat. Na verhitting werden de oplossingen afgekoeld tot kamertemperatuur 
en geanalyseerd. Denaturatietijd en temperatuur werden zo gekozen dat wel 
een aanzienlijke hoeveelheid aggregaten gevormd werd, maar de oplossingen 
nog niet zo troebel waren dat geen betrouwbare ORD-metingen meer konden 
worden gedaan. Verdunning van de oplossingen na denaturatie bleek geen 
invloed te hebben op de resultaten. Dit bewijst dat geen artefacten geïntrodu-
ceerd werden door de troebelheid van de oplossingen. 
Bij de alkalische denaturatie werd de albumineoplossing met NaOH op de 
gewenste pH gebracht en eventueel naderhand geneutraliseerd met HCl tot pH 
6-8. Deze experimenten werden uitgevoerd bij kamertemperatuur. 
Meestal werd een aantal oplossingen gedenatureerd en geanalyseerd onder 
identieke omstandigheden. 
I I I . 3.3. Gelfiltraties 
Deze werden uitgevoerd zoals beschreven door Pedersen (1962). 
Gelfiltraties bij pH 8,0 of 7,0 werden uitgevoerd met sephadex G-100 (Phar-
macia, Uppsala). Een kolom met een lengte van 150 cm en een inwendige 
diameter van 2 cm werd gebruikt. Ongeveer 2 ml van de eiwitoplossing 
( 2 , 5 % albumine in 0,1 M trisbuffer, pH 8,0 of 0,1 M fosfaatbuffer, pH 7,0) 
werd onderin de kolom gebracht. Elutie met de bufferoplossing vond in op-
waartse richting plaats. In enkele gevallen werd ook gebruik gemaakt van een 
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perspex kolom (LKB 4901 A) met een variabele lengte (maximaal 105 cm) en 
een inwendige diameter van 3,2 cm. 
Voor de gelfiltraties bij pH 4,65 en 5,45 werd sephadex G-150 gebruikt. 
Ongeveer 3,5 ml van de oplossing (20/o albumine in 0,2 M acetaatbuffer, pH 
4,65 of 5,45, in aanwezigheid van 1 M NaCI en 0 , 0 2 % №N3) werd op een 
kolom gebracht, die een lengte had van 100 cm en een inwendige diameter 
van 2,5 cm (Pharmacia К 25/100). 
De uit de kolommen stromende vloeistof werd door een LKB Uvicord 
geleid, waarmee de absorptie bij 254 ητιμ continu werd gevolgd via een recor­
der. Om de vloeistof daarna in fracties te verzamelen gebruikten we een LKB 
Radirac fractieverzamelaar. In de meeste gevallen werd de extinctie van de 
fracties naderhand ook nog gemeten bij 280 ιτιμ met een Zeiss PMQ II spec-
trofotometer teneinde de verhouding van de verschillende componenten zo 
nauwkeurig mogelijk vast te stellen. 
I I I . 3.4. Polyacrylamidegel-elektroforese 
Het gebruikte gel bevatte 7 % Polyacrylamide (bereid volgens gebruiks­
aanwijzing "acrylophor", Pleuger N.V., Wijnegem, België). Als elektrode-
buffer werd tris-veronal gebruikt (ca 0,05 M) en als gelbuffer tris-HCI (ca 0,07 
M), beide met pH 7,4. De stroomsterkte bedroeg 1,5 mA per buis. Na elektro-
forese werd het gel gekleurd met een oplossing die 0 , 6 % amidozwart en 7 % 
azijnzuur bevatte. 
II 1.3.5. Meting van de optische rotatie bij 589 ιτιμ 
De optische rotatie bij 589 ιτιμ werd gemeten met een Zeiss-polarimeter 
bij 20-25oC. De gebruikte cel had een lengte van 20 ± 0,05 cm. De specifieke 
rotatie werd berekend met: 
100 
"λ [ α ]
λ
 = (45) 
с 1 
waarbij 
[ α ] \ = specificatie rotatie bij golflengte λ 
α ^ = gemeten draaiingshoek 
с = eiwitconcentratie (gram/100 ml) 
I = optische weglengte in decimeters. 
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111.3.6. ORO-metingen tussen 300 en 650 mß 
Een automatische spectropolarimeter (Bendix Electronics Ltd, type 
Polarmatic 62) werd gebruikt. Het instrument was uitgerust met een Osram 
150-W Xenonlamp en een automatische correctie-eenheid voor de dispersie 
van de Verdet-constante en werd geijkt met gedroogde, zeer zuivere saccha-
rose (Micro-Analytical Reagent, British Drug Houses). De spi eetbreedten voor 
de invallende en de uittredende bundel waren respectievelijk 0,5 en 0,4 mm. 
Cellen met een optische weglengte van 10 of 2 mm werden gebruikt. 
Om de gehele experimentele procedure te controleren werden de ORD-curven 
van poly-L-glutaminezuur en van natief runderserumalbumine gemeten tussen 
300 en 550 πιμ (zie Harmsen et al., 1966), waarbij uitstekende overeenkomst 
verkregen werd met de in de literatuur vermelde resultaten. 
Een aantal metingen werd ook uitgevoerd met een Jasco-spectropolari-
meter, type OR D/CD/U V-5, voorzien van een Osram 450-W Xenonlamp. De 
resultaten verkregen met beide spectropolarimeters waren goed in overeen­
stemming met elkaar. 
III. 3.7. Analyse van de ORD-metingen tussen 300 en 660 m/u. DispersievergB-
lijkingen: Moffitt-Yang-vergelijking en "modified" tweeterm Drude-vergelij-
king 
Bij golflengten, welke voldoende ver verwijderd liggen van optisch actie­
ve absorptiebanden wordt de ORD weergegeven door de algemene Dmde-ver-
gelijking: 
Ρ A X j 
[ m , ] X = Σ o > <46> 
i=1 λ^ - λ^ 
waarbij 
[ m ' k = gereduceerde gemiddelde residurotatie bij golflengte λ 
ρ = aantal optisch actieve elektronenovergangen 
λ j = golflengte van de i-de overgang 
Aj = Drude-constante welke een maat is voor de rotatiesterkte 
van de chromof oor. 
In afwezigheid van Cotton-effecten afkomstig van andere chromof oren 
dan de peptidegroep (bijvoorbeeld extrinsieke chromoforen, haemgroep, aro-
62 
matische aminozuren) kan voor de ORD van Polypeptiden en eiwitten in het 
zichtbare deel van het spectrum en het nabije ultraviolet de Moffitt-Yang-ver-
gelijking (Moffitt en Yang, 1956) gebruikt worden: 
a λ
2
 b λ 4 
г л О О . O O f / -і\ 
о о 
Vooreen fenomenologische afleiding van de Moffitt-Yang-vergelijking uit (46) 
en een discussie over deze vergelijking en over ORD-metingen aan Polypep­
tiden en eiwitten in het algemeen, zie Yang (1967 a, b). De dispersiepara­
meters a0, b 0 en XQ kunnen als volgt bepaald worden. Uit (47) volgt dat een 
lineair verband verkregen wordt als, voor de juiste waarde van λ-, 
[ m ' ] x (λ2 - λ£ »/λ2 uitgezet wordt tegen λ£/(λ 2 - λ 2 ) . 
Uit helling en intercept van deze lijn worden de parameters b en a gevon­
den. XQ wordt zo gekozen dat voldaan wordt aan (47), m.a.w. dat bovenge­
noemde uitzetmethode inderdaad een rechte lijn oplevert. Aangezien λ- = 
212 πιμ in het golflengtegebied 300 - 550 πιμ goed blijkt te voldoen wordt 
deze waarde algemeen geaccepteerd voor eiwitten. 
De gereduceerde gemiddelde residurotatie wordt berekend met: 
3 M 
[m'k = £ М л (48) 
λ
 1 0 0 ( n ¿ + 2 ) 
λ 
waarbij 
η \ = brekingsindex van het oplosmiddel bij golflengte λ 
Voor water hebben wij de gegevens van Foss en Schel Iman (1964) ge­
bruikt, terwijl verondersteld werd dat zouten geen invloed hebben op de 
brekingsindex. 
M = gemiddeld moleculairgewicht per aminozuurresidu ( = 118 voor run-
derserumalbumine). 
De specifieke rotatie [ak wordt uit (45) gevonden. 
Wanneet het eiwit alleen opgebouwd is uit α-helix en "random coil" kan 
voor a 0 en b 0 geschreven worden: 
R „H H 
a = a + f a ( Δ Ο Ν 
о о о \·*?/ 
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b = bR + fH bH (50) 
o o o 
waarbij 
a 0 , b 0 = de waarde van a 0 resp. b 0 als het helixgehalte = 0 , of anders, de 
totale intrinsieke bijdrage tot a 0 resp. b 0 van de aminozuurresidu-
en, verondersteld dat deze onafhankelijk is van het al of niet beho­
ren van de residuen tot een OS-hel ixgebied. 
H H a 0 , b = bijdrage tot a 0 resp. b 0 van de α-helix zelf. 
f = fractie Ohelix in het eiwitmolecuul. 
a en b worden verondersteld alleen da bijdrage van de α-helix zelf weer 
te geven zonder intrinsieke invloeden van de residuen en zijn als zodanig 
onafhankelijk van de soort polypeptide of eiwit. Ze worden gevonden uit de 
ORD van Polypeptiden als modelstof (poly-L-glutaminezuur, poly-L-lysine). 
Omdat gebleken is dat de b. van poly-'ybenzyl-L-glutamaat lineair varieert 
met de brekingsindex van het oplosmiddel als het polypeptide geheel in de 
helix vorm voorkomt (Cassim en Taylor, 1965), is het echter goed nogelijk 
dat de omgeving van de helix in het eiwitmolecuul invloed heeft op a n resp. 
b o · 
R R 
Voor b " en a^ is een constante waarde uiteraard niet te verwachten. De 
waarde van b 0 moet echter klein zijn, aangezien bij zeer lage helixgehalten 
vergelijking (47) overgaat in een éénterm Drude-vergelijking. Sommige onder-
p 
zoekers geven er de voorkeur aan om b0 te bepalen voor het eiwit zelf in de 
volledig gedenatureerde, d.w.z. "random соіГ-vorm, bijvoorbeeld na denatu-
ratie in 8 M ureum. Het bezwaar van deze methode is echter dat men geen 
ρ 
zekerheid heeft of het eiwit volledig gedenatureerd is, terwijl b„ in 8 M 
ρ
 0 
ureum ook nog kan verschillen van de b ' in het natieve eiwit. Derhalve 
R 
wordt algemeen een constante kleine waarde voor b " aangenomen, geba­
seerd op de b. van de modelpolypeptiden in de "random соіГ- огт. Deze 
vorm is voor de modetstoffen eenvoudig te verkrijgen door pH-variatie (zie 
bijvoorbeeld Urnes en Doty, 1961). 
Voor de berekening van het percentage α-helix uit b 0 (H(b0) = 100 f ) en 
vervolgens van a uit aQ m.b.v. de vergelijkingen (49) en (50) hebben wij de 
"o o 
Π inn h H onn >« a H. volgende waarden g bruikt: b π = 100, Ь" =-800 en a n = 7 8 0 
О — " " ' ' - О — — - " - о 
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De "modified" tweeterm Drude-vergelijking is eveneens afgeleid uit de 
algemene Drude-vergelijking (46) nadat via ORD-metingen in het verre ultra­
violet de Cotton-effecten voor de »helix en de "random coil" van syntheti­
sche Polypeptiden en eiwitten gevonden waren in het golflengtegebied 
185-240 m/i (Shechter en В lout, 1964 a, b; Shechter et al., 1964). Uit deze 
Cotton-effecten kunnen twee Drude-termen afgeleid worden voor de os-hel ix 
(λ 1 = 193 πιμ, ^ =225 mju) en eveneens twee voor de "random coil" (X-j = 
198 Γπμ, λ2 =225 Γπμ) zodat voor mengsels van α-helix en "random coil" een 
vierterm Drude-vergelijking ontstaat. Teneinde een gemakkelijke grafische 
weergave van deze vergelijking te verkrijgen wordt de vierterm vergelijking 
vereenvoudigd tot een tweeterm vergelijking met de gedaante: 
A
m
0 9 3 ) 2 W 2 2 5 ) 2 




 - (193) λΖ - (225Γ 
Een rechte lijn wordt verkregen als [ m']^{ λ 2 - (193)2 } /(193)2 wordt uitge­
zet tegen ( 2 2 5 ) 2 / { λ 2 - ( 2 2 5 ) 2 } . De helling van deze lijn is A 2 2 5 j (225)2 -
(193)2 } /(193)2 en het intercept is gelijk aan А 1 9 з +A22S· (225)2/(193)2, 
zodat de parameters A-jgg en A225 via deze uitzetmethode gevonden kunnen 
worden. Zowel uit A j g g als uit A225 kan het percentage ot-helix ЖА^дч) 
resp. H(A225) berekend worden met: 
А + 750 А + 60 
H(A 1 ( n) = -122 en H(A ) = - £ « (52) 
1 У З
 36,5 ¿ Э 1 9 , 9 
Deze relaties, die alleen gelden in waterige oplossing, zijn afgeleid uit de 
waarden voor Ajgß en A225 zoals die gevonden worden voor poly-L-glutami-
nezuur, geheel voorkomend in de os-hel ixconformatie of geheel in de "random 
соіГ- о г т , terwijl een lineaire betrekking tussen deze parameters en het 
OS-helixgehalte verondersteld wordt. Voor oplosmiddelen met een andere di­
elektrische constante kan eveneens een tweetal dergelijke relaties opgesteld 
worden. 
De tweeterm Drude-vergelijking van Shechter en Blout geeft een zeer 
goede beschrijving van de ORD van Polypeptiden en eiwitten tussen 300 en 
600 m/L Na de introductie van de vergelijking zijn de circulair-dichroismespec-
tra van de cthelix en de "random coil" gemeten tussen 185 en 240 ιημ, 
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waarbij voor de Othelix optisch actieve overgangen bij 192, 208 en 224 m/i 
ontdekt zijn en voor de "random coil" bij 198, 217 en 235 mß (Legrand en 
Viennet, 1964; Holzwarth en Doty, 1965). Door Carver et al. (І966) is echter 
aangetoond dat vergelijking (51) evengoed gebruikt kan worden als men uit­
gaat van de Cotton-effecten die uit de circulair-dlchroi'smespectra gevonden 
worden. De parameters Ajдз en A225 bevatten dan echter een bijdrage van 
de rotatiesterkte van elk van deze Cotton-effecten. Trouwens, iedere dispersie-
vergelijking moet als semi-empirisch beschouwd worden zolang de invloed van 
optisch actieve banden die beneden het meetbare gebied liggen ( λ < 1 8 5 πιμ) 
niet bekend is, hoewel de overeenkomst tussen de gemeten ORD-curven en 
die welke uit de circulair-dichroismespectra berekend zijn tussen 185 en 250 
Γημ niet wijst op een grote invloed van deze banden (zie Beychok, 1967). 
De "modified" tweeterm Drude-vergelijking is mathematisch equivalent 
met de Moffitt-Yang-vergelijking (Carver et al., 1966) via de relaties: 
a o = 0 f 8 2 9 A 1 9 3 + 1 , 1 3 A 2 2 5 
en (53) 
bo = - 0 ' 1 4 2 A 1 9 3 + 0 ' 1 4 2 A 2 2 5 
waarbij a 0 en b 0 gevonden worden met XQ = 212 πιμ. In principe geven beide 
vergelijkingen dus dezelfde informatie. Voor het bepalen van het o-helixgehal-
te kunnen A^gg en Ачос afzonderlijk gebruikt worden. Aangezien de omge­
ving van de peptidebinding alsmede de zijketens de dispersieparameters kun­
nen beïnvloeden (noneonformatie-effecten*) gebruikt men liever A^go -
A225 ' = ' ^ 0 3 bo' a ls r™** v o o r h e t ohelixgehalte omdat de b0-parameter 
het minst gevoelig is voor deze effecten. De noneonformatie-effecten vindt 
men terug in a. en derhalve ook, zij het in veel mindere mate, in Ajgg en 
A225- Een verschil in H I A ^ ) en l-MA^s) kan dan ook wijzen op de aanwe-
zigheid van andere conformaties in het molecuul dan alleen α-helix en "ran­
dom coil" mits de invloed van noneonformatie-effecten niet al te groot is. 
Voor synthetische Polypeptiden is aan deze voorwaarde meestal voldaan, zo-
*ln dit verband dienen de begrippen "conformatie" en "itructuur" duidelijker omechre-
ven te Morden. In dit proefschrift wordt met de conformatie alleen de tecundaire struc­
tuur van het eiwit bedoeld, bijvoorbeeld (Ммііх, ßvorm en "random coil". Tot de 
structuur wordt behalve de secundaire ook de tertiaire structuur gerekend. Onder non-
eonformatie-effecten moet (bij een bepaalde secundaire structuur) de invloed van de 
tertiaire structuur op de ORO verstaan worden. 
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dat een verschil tussen H(A.|gg) en N^225) van meer dan 50/o α-helix 
(gebaseerd op de experimentele nauwkeurigheid van de H-waarden) be­
schouwd kan worden als een indicatie voor de aanwezigheid van andere struc­
turen. Voor eiwitten moet dit criterium wat voorzichtiger gehanteerd worden, 
hoewel het in vele gevallen met succes gebruikt is voor het opsporen van 
/Jconformaties in eiwitten. Voor natief serumalbumine stemmen H(b0), 
HfAigo) en H(A225) uitstekend overeen, zodat de invloed van eventuele 
nonconformatie-effecten blijkbaar niet groot is. Derhalve is het zinvol om, 
weliswaar met enige reserve, het 50/o-criterium te hanteren om een indruk te 
krijgen omtrent het al of niet ontstaan van ß-conformaties bij alkalische of 
thermische denaturatie van serumalbumine. 
I I I . 3.8. ORD in het verre ultraviolet (190-250 ιημ) 
Beneden 250 πιμ werden de ORO-curven gemeten met de Jasco-spectro-
polarimeter (type ORD/CD/UV-5). Stikstof werd door de monochromator 
geleid om de lichtopbrengst beneden 200 à 210 ntyxte verhogen. Oe gebruikte 
cellen hadden een optische weglengte van 0,1, 1 of 10 mm. 
De golflengteschaal van het instrument werd gecontroleerd door het absorp-
tiespectrum van benzeendamp op te nemen in de buurt van 250 πιμ. De 
nauwkeurigheid van de schaal bleek ± 1 πιμ te zijn. 
111.3.9. Infrarood-absorptiespectra* 
Infraroodspectra in D2O werden gemeten meteen Beckmann IR-7 spec-
trofotometer. Een cel met vensters van AgCI en een optische weglengte van 
0,02 tot 0,03 mm werd gebruikt. De eiwitconcentratie was ongeveer 50/o en 
de oplossingen werden op de verlangde pD gebracht met een geconcentreerde 
oplossing van NaOH of HCl in H^O. Gecontroleerd werd dat een paar procent 
H2O geen invloed had op het infraroodspectrum in het frequentiegebied waar­
in de spectra opgenomen werden (1600 - 1700 cm ). De pD-waarden zijn 
vermeld zoals ze afgelezen zijn op de pH-meter (Radiometer, type PHM 4c). 
111.3.10. Viscositeitsmetingen 
Deze werden uitgevoerd met Ubbelohde-viscosimeters, ASTM-uitvoering, 
'Dn. R.EIrt van het Leboratorium voor Anorganische Chemie, Universiteit van Amster­
dam, ben ik zeer erkentelijk voor het opnemen van de infraroodspectre. 
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bij 25 ± 0,02oC. De oplossingen werden van tevoren gefiltreerd over een 
G4-glasfilter. COo-opname bij hoge pH kon voorkomen worden door het open 
gedeelte van de viscosimeter te omgeven met koolzuurvrije lucht. De geredu-
ceerde viscositeit Vrorì w e r c l berekend met: 
П - η 
_ о 
^red η ^ ~ (54) 
waarbij 
Г} = viscositeit oplossing 
TJ0 = viscositeit oplosmiddel 
с = eiwitconcentratie (gram/100 ml) 
III.3.11. Concentratiebepalingen 
Eiwitconcentraties werden bepaald door meting van de extinctie bij 279 
mju met behulp van een Zeiss PMQ II spectrofotometer met E! ' 0 =6,67, of 
door droging van een afgewogen hoeveelheid van de eiwitoplossing bij 105oC 
tot constant gewicht, waarbij de hoeveelheid eiwit in de oplossing gewogen 
werd na afkoeling in een exsiccator boven Po^B* ' n ^e meeste gevallen werd 
een isoibnische voorraadoplossing van albumine gemaakt, waaruit de gewenste 
oplossingen bereid werden (zie II.2.). 
III.4. Agyegaatvorming: koagulatie en uitwisselingsmechanisme 
III.4.1. Gelfiltraties 
De mate van aggregaatvorming na thermische denaturatie van albumine 
bij pH 7,0 of 8,0 is weergegeven in fig. 18. Vóór denaturatie bevatte het 
albumine reeds ongeveer 10o/o aggregaten, hoofdzakelijk di m eren. Dit per-
centage bedraagt in handelspreparaten gewoonlijk 5 tot 1 0 % . Na verhitting 
is de hoeveelheid aggregaten toegenomen, terwijl bovendien grotere aggrega-
ten ontstaan zijn (het dimeer is na 1 uur verhitten op 650C geheel verdwe-
nen). Analoge resultaten werden verkregen na verhitting bij pH 4,65 of 5,45. 
Naarmate de eiwitlading kleiner is vindt de aggregaatvorming reeds bij lagere 
temperatuur plaats. 
Bij alkalische denaturatie van albumine wordt eveneens aanzienlijke ag-
gregaatvorming waargenomen. De mate van aggregatie is afhankelijk van de 
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Fig. 18. Aggregaatvorming na thermische denaturatie van een 2,5 /o albumineoplos-
sing. E-gn is de extinctie bij 280 πτμ. 
a). Gelfiltratie bij kamertemperatuur over sephadex G-100 van het na-
tieve eiwit (250C) en van albumineoplossingen (0,1 M trisbuffer, 
pH 8,0) na Mn uur verhitten op 62,5 of 650C. ledere fractie bevat 
6 ml.V0 is het totale volume van de kolom, verminderd met het 
volume van de gezwollen septiadexkorrels. 
b). Percentage aggregaten, bepaald via gelfiltratie, na Mn uur verhitten 
van de oplossing op een bepaalde temperatuur. 
0.1 M trisbuffer, pH 8,0 
0,1 M fosfaatbuffer, pH 7,0. 
eiwitoplossing van invloed blijkt te zijn. Een vers bereide oplossing is het beste 
bestand tegen denaturatie. 
Fig. 19 geeft een indruk van de soort aggregaatvorming bij thermische 
denaturatie. Na verhitten van een 2 % albumineoplossing bij pH 4,65 gedu­
rende 1 uur op 60oC blijkt 8 1 % van het albumine geaggregeerd te zijn en 
19 /o nog als monomeer voor te komen. Wordt vervolgens ureum aan deze 
oplossing toegevoegd of de pH verhoogd tot 10,9, dan blijkt de verhouding te 
worden: 4 6 % aggregaten en 540/o monomeren. Klaarblijkelijk speelt het 
koagulatiemechanisme een belangrijke rol bij de aggregaatvorming bij pH 
4,65. Echter, ook covalente bindingen worden gevormd, aangezien de aggrega­
ten niet geheel zijn te splitsen in monomeren door het verbreken van hydro­
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Fig. 19. Gelfiltratie over sephadex G-150 van een 2°lo albumineoplossing (0,2 M 
acetaatbuffer, 1 M NaCI, pH 4,65) na thermische denaturatie en afkoelen. 
E 2 5 4 's d e e x t i n c t i e b ' i 2 б 4 "V -^
a). 1 uur op 6 0 o C . 
Ы. 1 uur op 6 0 С. Daarna werd Β M ureum toegevoegd. 
с). 1 uur op 6 0 0 C . Daarna werd de pH verhoogd tot 10.9. 
Om een indruk te krijgen omtrent de moleculaire grootte van de fracties 
werden de volgende eiwitten met bekend moleculairgewicht over dezelfde 
kolom gevoerd: tyroglobuline (650.000), 7-globuline (160.000), CO-hemo­
globine (68.000) en lysozyme (14.700). 
Via gelfiltratie over sephadex blijkt de mate van aggregaatvorming van 
albumine bij denaturatie dus goed te kunnen worden onderzocht. Men moet 
echter bedenken dat de werkelijke aggregaatvorming nog wel wat groter kan 
zijn aangezien het niet onmogelijk is dat gedeeltelijke splitsing van aggregaten 
optreedt in de sephadexkolom. 
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I I I . 4.2. Poly acrylamidegel-elek trof órese 
Een betere indruk omtrent de grootte van de aggregaten, gevormd bij 
thermische denaturatie van albumine, kan worden verkregen via polyacrylami-
degel-elektroforese. Fig. 20 geeft de aggregaatvorming als functie van de tem-
peratuur bij pH 7,0. Beneden 540C vindt geen thermische aggregatie plaats; de 
Fig. 20. Polyacrylamidegel-elektroforese bij pH 7,4 van een 2 /o albumineoplossing in 
0,1 M fosfaatbuffer, pH 7,0 na 1 uur verhitten op een bepaalde temperatuur 
en afkoelen. Migratie vond plaats van boven (-) naar beneden (+). 
1. Natief albumine. 2. 54 0 C.3 . 56 0 C.4. 580C. 5. 60 o C. 
waargenomen banden zijn afkomstig van het albumine zelf (monomeer) en de 
reeds aanwezige dimeren en trimeren (zwakke band). Bij hogere temperaturen 
worden meer en grotere aggregaten waargenomen. Na 1 uur verhitten op 60oC 
bl i jkt het dimeer zelfs praktisch geheel verdwenen te zijn en omgezet te zijn in 
hogere aggregaten, hetgeen in overeenstemming Is met de resultaten van de 
gelfiltraties (zie tig. 18a). Fig. 21 toont de aggregaatvorming bij pH 4,65 en 
6,3. Na 1 uur verhitten op 60 resp. 650C blijken de gevormde aggregaten zo 
groot te zi jn, dat ze niet meer in het gel kunnen binnendringen. Ook het 
dimeer is geheel of praktisch geheel in hogere aggregaten omgezet. Wordt aan 
deze monsters echter ureum of natriumdodecylsulfaat (SDS) toegevoegd dan 
vindt splitsing van de aggregaten in kleinere eenheden plaats. BI] pH 4,65 
worden dan overwegend monomeren, dimeren en trimeren gevormd. Bij pH 
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6,3 treedt veel minder splitsing van aggregaten op door ureum of natrium-
dodecylsulfaat dan bij pH 4,65; zelfs zeer grote aggregaten blijven dan nog 
bestaan. Dit is in overeenstemming met de resultaten van Jaenicke (1965). Bij 
pH-waarden vlak bij het isoëlektrisch punt speelt het koagulatiemechanisme 
de belangrijkste rol bij de aggregaatvorming; bij hogere pH's gaat het uitwisse-
lingsmechanisme steeds meer meedoen. 
I I I . 5. Conformatieveranderingen 
I I I . 5 . 1 . Verandering van de specifieke rotatie bi j 589 ηημ bij alkalische dena­
tura tie 
Voordat men in staat was om ORD-metingen aan eiwitoplossingen uit te 
voeren in het ultraviolet is de specifieke rotatie bij 589 ιπμ veelvuldig gebruikt 
F ET ^ ^ Э 










Fig. 21. Polyacrylamidegel-elektroforese bij pH 7,4 van een 2 /о albumineoplossing na 
thermische denaturatie en afkoelen. Migratie vond plaats van boven (-) naar 
beneden (+). Oplosmiddel : 0,2 M acetaatbuffer, pH 4,65 (?, 2, 5) of 0,1 M 
fosfaatbuffer, pH 6,3 {4-8). 1. Natief albumine. 2. 1 uur op 60oC. 3. 1 uur op 
60 C, daarna 8 M ureum. 4. Natief albumine. 5. Natief albumine, opgelost in 
8 M ureum. 6. 1 uur op 650C. 7. 1 uur op 65 C, daarna 8 M ureum. A 1 uur 
op 650C, daarna natriumdodecylsulfaat toegevoegd. 
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om eiwitconformaties te onderzoeken en veranderingen ¡n de conformatie aan 
te tonen. Een overzicht wordt gegeven door Urnes en Doty (1961). Deze 
methode is thans praktisch geheel verlaten omdat er slechts beperkte informa-
tie mee verkregen kan worden en bovendien gebleken is dat de rotatie bij 589 
πτμ sterk oplosmiddel-afhankelijk is. Niettemin is het een snelle en experimen­
teel eenvoudige methode om een indruk te krijgen van de veranderingen die 
bij eiwitdenaturatie optreden. Voor natief serumalbumine blijkt -[alggg ge­
middeld 61 ± 2 te bedragen. Deze waarde neemt toe tot 104 in 8 M ureum en 
tot 98 bij pH < 2 , hetgeen wijst op een ontvouwing van het albuminemole-
cuul onder deze omstandigheden. Hiervan uitgaande hebben wij de verande­
ring in de specifieke draaiing bij 689 πιμ gemeten bij alkalische denaturatie 
van serumalbumine met de bedoeling de snelheid van de eerste fase van de 
den aturati e, de ontvouwing, te onderzoeken. 
Tabel IX geeft voor een aantal gevallen [oc]cgg als functie van de denatu-
ratietijd bij hoge pH, waarbij tevens de pH van de oplossing als functie van de 
tijd is weergegeven. Voor natief albumine (in h^O, 4 < p H < 1 0 ) hebben wij 
gevonden: [α] rog = - 6 1 , hetgeen uitstekend overeenkomt met de literatuur-
waarden. Zoals blijkt uit tabel IX is -[a]ggg toegenomen bij hoge pH en wel 
des te meer naarmate de pH hoger is. Een tijdsafhankelijkheid is niet waarge­
nomen gedurende het eerste uur van de denaturatie. Bij de hoogste pH begint 
na ca 1 uur een lichte daling van -[oc]ggg op te treden. De eerste meting is 
verricht 5 minuten nadat de oplossing op pH 11,43 of 12,17 gebracht was, 
zodat de ontvouwing binnen 5 minuten moet hebben plaats gevonden. Bij een 
nieuwe meting van de rotatie als functie van de denaturatietijd zijn de eerste 
metingen reeds na ca 30 seconden uitgevoerd en vervolgens nog gedurende 5 
minuten. Ook in dit geval is geen enkele tijdsafhankelijkheid waargenomen, 
terwijl -[of]ggg toch sterk verhoogd was (ca 80), zodat in ieder geval ontvou­
wing moet hebben plaats gehad. Derhalve kan geconcludeerd worden dat de 
ontvouwing van albumine in alkalische oplossing een zeer snel, zo niet mo­
mentaan, verlopend proces is en dat de aggregaatvorming, welke tijdsafhanke­
lijk is, geen invloed heeft op de specifieke rotatie bij 589 πιμ. 
I I I. Б.2. Dispersieparameten na alkalische denaturatie 
Tabel X geeft b 0 , H(b0), H ( A 1 9 3 ) en N^225) voor alkalisch gedenatu­
reerd albumine. b 0 bliikt minder negatief te worden bij denaturatie maar in 
geen enkel geval wordt een positieve waarde verkregen, ook niet als de oplos­
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Imahori {I960) gevonden resultaten (b0 = + 234 bij pH 6 na 1 uur op pH 
12). Het verschil tussen de percentages Of-helix berekend uit b0 (of Α 1 9 3 -
A 2 2 5 ' ' A 1 9 3 e n A 2 2 5 i s c l e r m a t e gering dat hieruit geen enkele aanwijzing 
verkregen wordt voor het ontstaan van een ß-conformatie. De verkregen resul-
taten geven aan dat slechts een gedeeltelijke ontvouwing vana-helixgebieden 
plaats heeft, zonder dat nieuwe conformaties ontstaan, terwijl bovendien 
blijkt dat serumalbumine redelijk bestand is tegen hoge pH, aangezien het 
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Tbbel X. Alkalische denaturatie van serumalbumine. Het percentage α-helix (H) is 
berekend uit b0 en de parameters A 1 9 3 en A ^ g . De eerste drie monsters 
zijn gedenatureerd en gemeten bij dezelfde pH; de andere zijn geneutraliseerd 
na denaturatie en daarna gemeten. Voor natief albumine is gevonden: b = 
-327, Н І Ь ^ = 54, Н(А 1 д э ) =53 en H(A 2 2 5 ) = 5 6 . 0 
De nauwkeurigheid van H is ongeveer ± 2. 
j Uit de gegevens van tabel X volgt verder nog dat de alkalische denatura­
tie in meerdere stappen moet verlopen. Binnen de experimentele fout neemt 
het ûf-helixgehalte bij pH 11,9 niet verder af als de denaturatietijd langer 
wordt dan 1 uur. Dit betekent dat de eerste stap binnen 1 uur voltooid is. 
Deze stap gaat gepaard met een vermindering van het α-helixgehalte en is 
reversibel wat het Qf-helixgehalte (of b0) betreft, aangezien de oorspronkelijke 
waarden weer verkregen worden bij neutralisatie na 1 uur. De volgende stap 
(of stappen) moet irreversibel zijn, omdat b 0 niet meer op de oorspronkelijke 
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waarde terugkomt bij neutralisatie na 5 of 18 uur, en gaat niet gepaard met 
een verandering in Ohelixgehalte. Deze stap verloopt veel langzamer, aange-
zien de invloed ervan pas blijkt bij een denaturatietijd langer dan 1 uur. 
Vergelijken we deze resultaten met de verandering van Mcgg bij alkalische 
denaturatie (III. 5.1.), dan blijkt de eerste stap waarschijnlijk zelfs binnen 30 
seconden voltooid te zijn en vermoedelijk een simpele ontvouwing van som-
mige ohelixgebieden weer te geven. Het is niet zonder meer in te zien wat de 
tweede denaturatiestap voorstelt, maar het lijkt waarschijnlijk dat de aggre-
gaatvorming op den duur een volledige reversibiliteit wat het helixgehalte 
betreft onmogelijk maakt, terwijl ook hydrolyse van SS-bruggen hierbij een 
rol kan spelen (Frensdorff et al., 1953). Zoals reeds opgemerkt is in I I I . 5.1. 
begint bij pH 12,78 een lichte daling van [ûijggg op te treden na ca 1 uur, wat 
met de tweede denaturatiestap in verband gebracht kan worden. 
I I I . 5.3. Dispersieparameters na thermische denaturatie 
Tabel XI toont b0 en het Oi-helixgehalte na thermische denaturatie tus-
sen pH 4,65 en 8,0. Wederom wordt slechts een vermindering van het helixge-
halte waargenomen zonder dat enige indicatie voor het ontstaan van /J-structu-
ren verkregen wordt, terwijl b steeds negatief blijft. Het laagste helixgehalte 
dat gevonden is onder deze omstandigheden bedraagt ongeveer 30o/o. Dit kan 
betekenen dat de denaturatie gedeeltelijk reversibel is, omdat de metingen na 
afkoelen tot kamertemperatuur verricht zijn, of dat het albumine tamelijk 
goed bestand is tegen thermische denaturatie. Als een albumineoplossing bij 
pH 7,0 gedurende 1 uur op 640C verwarmd wordt en de ORD-parameters 
worden bij deze temperatuur bepaald, dus vóór afkoeling, dan blijkt gevonden 
te worden: H(b0) = 3 8 , Ж А ^ д ) = 3 8 , ЖА225) = 3 6 . Na 1 uur verwarmen 
bij pH 7,0 op 70oC en afkoelen wordt een helixgehalte van ongeveer 470/o 
waargenomen (tabel XI). Dit betekent dat de thermische denaturatie gedeelte­
lijk reversibel is. Een volledige reversibiliteit, zoals na korte behandeling (1 
uur) met alkali (III. 5.2.), vindt echter bij thermische denaturatie niet plaats, 
wat aangeeft dat ook irreversibele conformatieveranderingen optreden bij 
warmtedenaturatie. Uit tabel XI blijkt, dat de pH slechts een geringe invloed 
heeft op het Oi-helixgehalte na denaturatie, vooropgesteld dat de tijd kort is en 
de zoutconcentratie hoog. Vermeld dient nog te worden dat de snelheid van 
afkoelen of de ti jd, gedurende welke men de oplossing bij kamertemperatuur 
tot evenwicht laat komen alvorens de metingen uit te voeren, geen invloed 
heeft op de resultaten. 
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Een helixgehalte van 3 8 % , zoals wij gemeten hebben bij 640C, is nog 
tamelijk hoog, maar als zowel waterstofbruggen als hydrofobe bindingen de 
tthelix in albumine stabiliseren is dit wel verklaarbaar. Immers, de sterkte van 
waterstofbruggen neemt af en die van hydrofobe bindingen neemt toe met de 
temperatuur tot ongeveer 60oC (Scheraga et al., 1962). 
Bij pH 8,0 (NaOH) bleek een gel ontstaan te zijn, nadat de albumineop-
lossingen van 2,5, 4,2 of 5,40/o gedurende 1 uur op 80oC verhit waren. Dit 
gel loste bij verdunnen weer op. Aangezien /3-conformaties een neiging hebben 
tot gelvorming hebben wij voor de 2 , 5 % oplossing de denaturatie uitgevoerd 
in een 2 mm cel, zodat de ORD-curve van het gel direct gemeten kon worden. 
Hiermee werd de mogelijkheid uitgeschakeld dat een eventueel gevormde β-
conformatie niet aangetoond wordt tengevolge van het weer verdwijnen bij 
verdunning. Geen verschil 'm de dispersieparameters-werd echter gevonden 
met een vijfmaal verdunde oplossing. De dispersieparameters zijn vermeld in 
tabel XI. 
Door Imahori (1960) is een jJconformatie in serumalbumine gevonden 
na thermische denaturatie volgens de methode van Ställberg (1939). De expe-
rimentele omstandigheden worden door Imahori echter zeer onvolledig ver-
meld. lizuka en Yang (1966) hebben Imahori's experiment herhaald en vinden 
dat b = 0 na denaturatie, in tegenstelling tot een positieve waarde in de 
grootte-orde 200, die door Imahori gevonden is. Wij hebben de methode van 
Ställberg, waarbij 60 vol.0/o n-propanol +0,5 M natriumacetaat als oplosmid-
del gebruikt wordt om precipitatie te voorkomen, eveneens toegepast. De 
albumineconcentratie was 0 , 5 % en de oplossing werd gedurende 10 minuten 
in een afgesloten buis op 100oC verhit, zoals ook door Imahori en door lizuka 
en Yang gedaan is, waarbij na afkoelen gevonden werd b = -207 (zie tabel 
XI). Aangezien bovengenoemde onderzoekers niet voldoende experimentele 
omstandigheden zoals eiwitconcentratie en eventuele aanwezigheid van Na Ac 
vermelden zijn de resultaten onderling niet vergelijkbaar. 
III. Б.4. Cotton-effecten ¡n het verre ultraviolet 
Fig. 22 geeft de ORD-curven tussen 250 en 190 ηημ van natief en gede­
natureerd albumine en van poly-L-lysine (Of-helix, "random coil", ßconfor-
matie). Duidelijk blijkt dat bij alkalische en thermische denaturatie van albu-
mine onder de vermelde omstandigheden alleen een vermindering van het 
cthelixgehalte plaats heeft zonder dat de /3-vorm als nieuwe conformatie ont-
staat. Na thermische denaturatie bij pH 4,5 (0,2 M acetaatbuffer; 1 uur op 
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57 С) wordt dezelfde soort curve als na thermische denaturatie bij pH 8,0 
gevonden. De eiwitconcentratie was tijdens het denatureren ca 20/o en de 
oplossingen werden zo nodig voor de meting verdund. 
Na thermische denaturatie van albumine volgens de methode van Stall-
berg (zie II I. 5.3.) wordt een ORD-curve verkregen met een trog bij 233 ηημ 
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Fig. 22. Optische rotatiedispersie in het verre ultraviolet van serumalbumme en van 
poly-L-lysine. De curven van poly-L-lysine zijn overgenomen uit Greenfield et 
al. (1967). [ m ' K is de gereduceerde gemiddelde residurotatie bij golflengte λ 
/. Poly-L-lysine, O-helix 2. Idem, "random coil" 3. Idem, /î-conformatie 4. 
Natief albumine 5. Alkalisch gedenatureerd albumine ( 1 uur op pH 12,0, 
vervolgens geneutraliseerd tot pH 8,0 of 6,0). 6. Thermisch gedenatureerd 
albumine ( 1 uur op 80 С bij pH 8,0, vervolgens afgekoeld tot kamertempera-
tuqr). 
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bepaald worden omdat een zeer troebele oplossing verkregen wordt bij ver­
dunning. Deze is noodzakelijk om metingen beneden 205 πιμ te kunnen uit­
voeren, zelfs als een 0,1 mm cel gebruikt wordt. Wij krijgen de indruk dat de 
piek verschijnt in de buurt van 200 mju. lizuka en Yang (1966) hebben bij 
aldus gedenatureerd albumine een trog bij 235 m/i en een piek bij 205 πιμ 
waargenomen. 
III. 5.5. Infrarood-absorptiespectra 
Het infrarood-absofptiespectrum in het gebied van de amide-l-band 
(1600-1700 cm ) levert een mogelijkheid om eiwitconformaties zoals de 
cthelix, "random coil" en ß-vorm aan te tonen. De energie van de amide-l-vi-
bratie wordt voor 780/o bepaald door de С = O-rekvibratie en voor de rest 
door de N-H-buigingsvibratie van de peptidegroep, zodat de frequentie waarbij 
de maximale absorptie gevonden wordt afhankelijk is van de conformatie 
waarin de peptidegroep zich bevindt (Miyazawa, 1967). Voor Polypeptiden en 
eiwitten wordt meestal DoO als oplosmiddel gebruikt aangezien dit meer 
transparant is dan HoO, terwijl het persen van KBr-plaatjes voor deze stoffen 
weinig zin heeft aangezien de oorspronkelijke conformatie dan geheel verloren 
kan gaan. 
Uit recente onderzoekingen aan Polypeptiden en eiwitten is de plaats 
van de amide-l-band voor de diverse conformaties vrij duidelijk komen vast te 
staan (Timasheff en Susi, 1966; Susi et al., 1967; Timasheff et al., 1967). 
Voor ß-lactoglobuline, dat een groot percentage ß-structuur bevat, wordt de 
sterkste absorptie in het amide-l-gebied gevonden bij 1632 cm , voor een 
ohelix-eiwit zoals myoglobine bij 1650 cm en voor een "random coiT'-eiwit 
als OL-caseine bij 1643 cm . Zoals blijkt uit fig. 23a hebben wij voor/3-lacto-
globuline de sterkste absorptie gevonden bij 1635 cm , voor natief serum-
albumine bij 1653 cm , voor alkalisch gedenatureerd albumine bij 1648 cm 
terwijl voor bij pD 8,0 thermisch gedenatureerd albumine twee banden gevon-
den werden namelijk bij 1645 cm en 1619 cm . Voor runder-Oi-crystalline, 
een eiwit dat waarschijnlijk veel ß-structuur bevat en weinig Ohelix (Harmsen 
et al., 1966; Li en Spector, 1967; Harmsen en van Os, 1969) hebben wij de 
amide-l-band in D2O bij 1632 cm waargenomen. 
Na denaturatie van albumine wordt geen band bij 1632 cm gevonden, 
maar het is opvallend dat na thermische denaturatie een tweede band ontstaan 
is, ongeveer bij 1619 cm . Beide albuminepreparaten (Poviet en N.B.C.) ver-
tonen dit effect in praktisch dezelfde mate. In tegenstelling met Lenormant 
Θ Θ Θ Θ Θ Θ 
Fig. 23. Infrarood-absorptiespectre in het gebied van de arnide-l-band van netief en gedenatureerd albumine en van natief 
ßjactoglobuline in D-0. 
a). 1. Natief albumine. 2. albumine na alkalische denaturatie (2 uur op pD 12) en neutralisatie tot pD 6. 3. 
Albumine na thermische denaturatie bij pD 8 (1 uur op 800C) en afkoelen. 4. /3-lactoglobuline bij pD 7. 
b). Spectra van een albumineoplossing (pD 8) opgenomen bij de volgende temperaturen ( C): 1. 26.2. 72.3. 
80.4. 82.5. 33, na verhitting op 820C. 6. 18, na verhitting op 820C. 
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(1953) geloven wij niet dat deze band een aanwijzing is voor het ontstaan van 
een ß-conformatie bij thermische denaturatie, waarbij de frequentie verlaagd is 
van 1632 cm tot 1619 cm als gevolg van waterstof-deutenum-uitwisseling, 
aangezien Susi et al. (1967) aangetoond hebben dat de amide-l-frequentie van 
geordende eiwitconformaties nauwelijks verandert als DoO in plaats van hUO 
als oplosmiddel gebruikt wordt. Bovendien wordt geen band bij 1619 cm 
waargenomen na thermische denaturatie bij pD 4,65 of 5,45 (fig. 24), terwijl 
de kans op het ontstaan van een ßconformatie bij deze pD's groter is, aange-
zien de eiwitlading hier kleiner is dan bij pD 8,0 en het koagulatiemechanisme 
de grootste invloed heeft in de buurt van het isoëlektrisch punt. En verder 
toont fig. 23b dat deze nieuwe band verschijnt tijdens verhitting op 70-80oC 
en enigszins minder wordt bij afkoelen. Het is echter hoogst onwaarschijnlijk 
OK een ^structuur, gestabiliseerd door waterstof- of deuteriumbruggen, ont-
staat bij effC. 
Opmerkelijk is dat het verschijnen van een band bij 1619 cm samenvalt 
(zie tabel XI) met veranderingen in -b0 van 327 tot 150-180 (NaOH, pH 8,0), 
terwijl bij veranderingen van 327 tot 270-290 (bij pH 4,65 of 5,45) deze band 
niet optreedt. De grootte van de confotmatieverandering en (óf) de mate van 
irreversibiliteit is dus gecorreleerd met het verschijnen van deze nieuwe band. 
I I I . 6. Invloed van calciumionen op de alkalische denaturatie 
I I I . 6.1. Inleiding 
Zoals in het voorafgaande is aangetoond vindt slechts een gedeeltelijke 
ontvouwing van α-helix gebieden plaats bij alkalische of thermische denatura­
tie van serumalbumine zonder dat deß-vorm als nieuwe conformatie ontstaat. 
Dit betekent natuurlijk niet dat de ^conformatie niet zou kunnen ontstaan 
onder zeer extreme denaturatie-omstandigheden, bijvoorbeeld bij de vorming 
van onoplosbaar albumine als het eiwit bij het isoëlektrisch punt sterk verhit 
wordt. Onder deze omstandigheden is de ORD-methode echter niet meer te 
gebruiken. Bovendien is een klein percentage ß-struetuur niet aantoonbaar, 
omdat de ORD-eigenschappen en de infrarood-absorptie van de ß-vorm dan 
overschaduwd worden door de veel sterkere bijdrage van de o-hel ix. 
De ontvouwing van het albuminemolecuul boven pH 10,5 is een gevolg 
van de hoge eiwitlading, waardoor expansie optreedt (Tanford et al., 1955 b; 
Tanford en Buzzell, 1956). Wanneer calciumionen specifiek aan albumine 






























































































































































dat geval ligt het in de verwachting dat de pH, waarbij de ontvouwing begint 
op te treden, verschuift naar een hogere waarde, terwijl de ontvouwing wel-
licht ook in mindere mate plaats heeft. Om deze reden hebben wij de alkali-
sche denaturatie van albumine onderzocht in aanwezigheid en in afwezigheid 
van calciumionen met behulp van viscositeitsmetingen en ORD-metingen. 
Hierbij geeft de aggregaatvorming echter een complicatie. De viscositeit van de 
oplossing wordt namelijk beïnvloed door de vorming van aggregaten, zodat de 
viscositeit tijdsafhankelijk wordt. Daarom hebben wij de viscositeitsmetingen 
bij hoge pH uitgevoerd als functie van de tijd en zonodig geëxtrapoleerd naar 
het tijdstip nul. Aangezien de ontvouwing zelf zeer snel, zo niet momentaan 
verloopt (in ieder geval binnen 30 sec) en verder niet tijdsafhankelijk is (zie 
III . 5.1.), wordt door extrapolatie naar denaturatietijd = 0 de viscositeit 
voor het wel ontvouwde maar nog niet geaggregeerde eiwit gevonden. Op deze 
wijze kan de ontvouwing als functie van de pH onderzocht worden in aan-
wezigheid en in afwezigheid van calciumionen. 
I I I . 6.2. Viscositeitsmetingen 
Oplossingen van albumine (eiwitconcentratie 0,5-4 gram/100 ml) werden 
uit een voorraadoplossing gemaakt door zoveel natronloog toe te voegen als 
nodig was om de gewenste pH te verkrijgen en vervolgens nog NaCI of CaCU 
tot de ionsterkte 0,30 bedroeg. De ionsterkte is berekend op basis van het 
toegevoegde NaOH + NaCI, resp. NaOH Ч-СаС^- De viscositeit van de oplos­
singen werd gemeten als functie van de tijd. Fig. 25 en 26 geven de uitstroom-
tijd van de viscosimeter in afhankelijkheid van de denaturatietijd voor de 
oplossingen met een albumineconcentratie van 2 gram/1 OOml. De eerste me­
tingen konden na ongeveer 10 minuten verricht worden. Aangezien de uit-
stroomtijd lineair met de denaturatietijd blijkt toe te nemen kan extrapolatie 
naar denaturatietijd = 0 op eenvoudige wijze plaats vinden. Dit is níet het 
geval bij hogere eiwitconcentratie (3 of 4 gram/100 ml) Bovendien blijkt de 
uitstroomtijd dan zeer sterk toe te nemen als functie van de denaturatietijd, 
vooral bij hoge pH. Aangezien extrapolatie naar het tijdstip nul dan niet goed 
mogelijk is zijn deze metingen verder niet gebruikt. Bij lagere eiwitconcentra-
tie is de uitstroomtijd niet tijdsafhankelijk. In aanwezigheid van CaCU blijkt 
dit zelfs bij een concentratie van 1,5 gram/100 ml niet meer het geval te zijn. 
Fig. 27 geeft de gereduceerde viscositeit bij denaturatietijd = 0 als func-
tie van de pH. In alle gevallen blijkt de expansie te beginnen bij pH 10,8-11,0. 
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Fig. 25. Uitstroomtijd viscosimeter voor oplossingen met een elbumineconcentratie 
van 2 gram/100 ml als functie van de denaturatietijd. In de figuur ¡ ι voor 
iedere oplossing de pH vermeld alsmede het zout dat gebruikt is om de ion-
sterkte op 0,30 te brengen. 
De uitstroomtijd voor water mas 105,0 sec. Temperatuur 25 C. 
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Fig 26. Uitstroomtijd VISCOSI meter voor oplossingen met een albumineconcentratte wan 
2 gram/100 ml als functie van de denaturatietijd. In de figuur is voor iedere 
oplossing de pH vermeld alsmede het zout dat gebruikt is om de lonsterkte op 
0,30 te brengen. 
De uitstroomti|d voor water was 1 3 1 3 sec Temperatuur 25 0 C. 
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albumineconcentratie en de pH. De helling van de lijn die het verband tussen 
η . en de eiwitconcentratie с aangeeft wordt bepaald door de interacties 
tussen de eiwitmoleculen onderling, welke zowel van elektrostatische oor­
sprong kunnen zijn als met-elektrostatisch (Tanford en Buzzell, 1956). Een 
lonsterkte van 0,30 is klaarblijkelijk voldoende hoog om beneden pH 10,8 
deze interacties geheel te onderdrukken. Boven pH 11,0 neemt rjr e (j bij gelijk­
blijvende pH toe met de eiwitconcentratie. Dat dit effect vrij plotseling m de 
buurt van pH 11 begint op te treden en toeneemt naarmate de pH hoger 
wordt, wijst op een toename van de eiwit-eiwit-mteracties bij expansie In 
hoeverre de verhoging van η . veroorzaakt wordt door expansie dan wel 
door toegenomen interacties tussen de eiwitmoleculen blijkt duidelijk als de 
^ r e d -
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Fig 27 Gereduceerde viscositeit als functie van de pH voor NaAlb-oplossmgen in 
aanwezigheid van NaCI of CaCI- bij een lonsterkte van 0,30 Temperatuur 
25 0C. Zoutconcentratie NaCI 0,24-0,30 M, CaCI2 0,08-0,10 M. 
Voor de oplossingen met een albumineconcentratie van 2 gram/100 ml is T? . 
berekend uit de uitstroomtijd verkregen door extrapolatie naar denaturatietijd 
= 0 (ziefig 25 en 26). 
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intrinsieke viscositeit [η] = Tjre(j bepaald wordt, omdat deze rechtstreeks 
een maat is voor het hydrodynamisch volume van het eiwitmolecuul, dus ook 
voor de expansie (zie bijv. Tanford, 1966, pag. 390-412). In fig. 28 ¡sT}reH als 
functie van de albumineconcentratie weergegeven bij constante pH tussen pH 
11,2 en 11,8, uitgaande van de curven uit fig. 27. De intrinsieke viscositeit 
wordt gevonden door extrapolatie naar concentratie nul. Duidelijk blijkt, dat 
de expansie in aanwezigheid van CaCIn in veel mindere mate plaats heeft dan 
zonder calciumionen. Aangezien de aggregaatvorming pas na expansie plaats 
vindt is het begrijpelijk dat in aanwezigheid van calciumionen ook minder 
aggregaatvorming optreedt zoals blijkt uit de tijdsafhankelijkheid van de uit-
stroomtijd (fig. 25 en 26). Uit fig. 28 volgt verder nog dat CaC^ wel grotere 
interacties tussen de eiwitmoleculen veroorzaakt, aangezien de helling van de 
VfpM versus с curve groter is (bij een kleinere [η]) dan in aanwezigheid van 
alleen NaCI. 
T)red 1 1 
I I I L I l _ J 
0 1 2 0 1 2 
albumine-concentratie (g/100ml) 
Fig. 28. Gereduceerde viscositeit als functie van de albumineconcentratie voor NaAlb-
oplossingen bij verschillende pH's in aanwezigheid van NaCI of CaCI-- Ion-
sterkte μ = 0,30, temperatuur 250C. De waarden van 7} . bij een bepaalde 
eiwitconcentratie en pH zijn afgelezen uit de curven van fig. 27. De pH's zijn 
in de figuur vermeld. 
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Tenslotte kan nog vermeld worden dat de invloed van het elektrovisceus 
effect, d.w.z. van de interactie tussen het macroion en de elektrische dubbel­
laag eromheen, waarschijnlijk erg klein is vergeleken bij de gemeten verande­
ringen in [η] en T7red (Tanford et al., 1955 b; Tanford en Buzzell, 1956). 
III. 6.3. ORD-metingen 
Teneinde de invloed van calciumionen op de structuur van serumalbu-
mine bij alkalische expansie te onderzoeken zijn de ORD-curven tussen 300 
en 550 πιμ gemeten als functie van de pH in het pH-gebied 9 - 12,5 voor 
oplossingen van NaAlb + NaCI en NaAlb + CaCU. De eiwitconcentratie was 
0,5 gram/100 ml. Deze waarde is gekozen omdat dan geen aggregaatvorming 
optreedt, zoals uit meting van de viscositeit als functie van de denaturatietijd 
gebleken is (zie III.6.2.). Evenals bij de viscositeitsmetingen zijn de oplossin­
gen met natronloog op de gewenste pH gebracht en met NaCI of CaCU op de 
verlangde ionsterkte. De ORD-curven werden geanalyseerd volgens de Mof-
fitt-Yang-vergelijking. Enkele voorbeelden hiervan worden gegeven in fig. 29. 
Fig. 30 toont de dispersieparameters a 0 en b. uit de Moffitt-Yang-verge-
lijking als functie van de pH. Hieruit zijn het percentage a-hel¡x en a0 
berekend op de wijze beschreven in II 1.3.7. De aldus gevonden waarden zijn 
eveneens in fig. 30 uitgezet als functie van de pH. 
In overeenstemming met de verandering van η
Γ&^ met de pH (fig.27) blijkt 
ook uit de ORD-parameters dat de expansie begint tussen pH 10,8 en 11,0, 
ongeacht het al of niet aanwezig zijn van calciumionen. Deze expansie gaat 
gepaard met een ontvouwing van de Ohelixgebieden, aangezien het helixgehal-
te afneemt naarmate de pH hoger wordt en de expansie dus toeneemt. Opmer­
kelijk is echter, dat in aanwezigheid van calciumionen het helixgehalte sterker 
afneemt dan in afwezigheid van deze ionen. Geen verschil wordt gevonden 
wanneer een ionsterkte van 0,60 in plaats van 0,30 gebruikt wordt. In dit 
verband kan opgemerkt worden dat bij μ = 0,60 de concentratie aan calci­
umionen ongeveer tweemaal zo groot is als bij μ = 0,30. Uif de verandering 
ρ 
van a n met de pH blijkt verder dat er een duidelijke invloed is van calcium-
R 
ionen op a 0 bij alkalische denaturatie. 
III. 6.4. Discussie 
Zoals in de voorafgaande paragrafen is aangetoond vindt geen duidelijke 
verschuiving naar hogere pH plaats van het punt, waarbij de alkalische expan-
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Fig. 29. ORO van NaAlb-oplossmgen, uitgezet volgens de Moffitt-Yang-vergelijking. 
Albumineconcentretie 0,6 gram/100 ml. 
1. pH 10.07,/U=0.30(NaCI). 
Ζ pH 12,35, μ = 0,60 (CaCI2). 
3. pH 11,92, μ = 0 ^ 0 (NaCI). 
sie begint, als calciumionen aan de oplossing worden toegevoegd. Het niet-
geëxpandeerde molecuul bindt kennelijk geen of weinig calciumionen. Een 
betrekkelijk geringe binding zal echter op deze wijze niet waargenomen wor-
den aangezien de verandering van de pH met de eiwitlading bij pH-waarden in 
de buurt van 11 niet groot meer is. Uit tabel VI (hoofdstuk II) volgt dat bij 
pH 10,6 de titratielading ongeveer -46 bedraagt en dat f C a , berekend uit de 
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Fig. 30. Dispersieparameters uit de Moffitt-Yang-vergelijking als functie van de pH in 
aanwezigheid van NaCl of CaCI-· 
Albumineconcentratie 0,5 gram/IOO ml. 
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14,5 bedraagt onder de gegeven omstandigheden. Een dergelijke binding zou 
echter zeker tot een verschuiving van het expansiegebied aanleiding geven, 
zodat hiermee onze opvatting bevestigd wordt dat de binding voor het groot-
ste deel van een niet-specifiek karakter moet zijn. 
Boven pH 10,8 - 11,0 vindt expansie plaats, ook in aanwezigheid van 
calciumionen. In het laatste geval is de expansie echter aanzienlijk minder, 
maar gaat wel gepaard met een sterkere ontvouwing van O-hel¡xgebieden. Wij 
vermoeden dat, wanneer de expansie eenmaal begonnen is, er een sterke opho-
ping van calciumionen binnen het eiwitmolecuul plaats heeft. Dit resulteert in 
een verminderde expansie door afscherming van of binding aan negatief gela-
den plaatsen, waardoor de elektrostatische repulsies in het molecuul minder 
worden. Bovendien treedt als gevolg hiervan een reorganisatie binnen het 
molecuul op hetgeen leidt tot een vermindering van het helixgehalte en een 
ρ 
verandering van a , waarbij hydrofobe interacties mogelijk een rol spelen. 
De toegenomen eiwit-eiwit-interacties in aanwezigheid van calcium zijn dan 
een gevolg van deze structuurveranderingen. In dit verband zou men zich 
kunnen voorstellen dat de ontvouwing van α-hel ixgebieden bij alkalische de na­
tu rat ie ook in afwezigheid van calciumionen niet een direct gevolg is van de 
expansie op zichzelf, maar van de structuurveranderingen welke mogelijk wor­
den na expansie bij hoge pH. 
Wij zijn ons bewust van het feit dat het hier geschetste model uiteraard 
geheel speculatief is, maar wij geloven dat het een goede verklaring geeft van 
de waargenomen verschijnselen. In dit verband kan nog gewezen worden op 
een onderzoek van Lovrien (1963) betreffende de invloed van natriumdode-
cylsulfaat op de alkalische expansie van runderserumalbumine. Bij dit onder­
zoek is gevonden, dat binding van het dodecylsulfaation aan het geëxpandeer-
de albuminemolecuul leidt tot aanzienlijke structuurveranderingen in het 
eiwit tengevolge van de hydrofobe aard van het anion. Hierdoor vindt een 
sterke vermindering van de expansie plaats, ondanks het feit dat het eiwitmo-
lecuul meer negatief geladen wordt door deze binding. Dit illustreert de in-




DE INVLOED VAN CALCI UM IONEN OP DE STRUCTUURVERANDE­
RING VAN SERUMALBUMINE IN НЕТ NEUTRALE pH-GEBIED. EEN 
VERDERE KARAKTERISERING VAN DEZE STRUCTUURVERANDE­
RING 
IV. 1. Inleiding* 
Uit een groot aantal onderzoekingen blijkt dat het serumalbuminemole-
cuul in het pH-gebied 7-9 een structuurverandering ondergaat bij variatie van 
de pH. Door Klotz et al. (1952) en Klotz en Ayers (1952) is aangetoond dat 
de toename in de binding van neutrale en negatief geladen azobenzeenderiva-
ten aan albumine bij pH-verhoging in dit gebied alleen verklaard kan worden 
als een structuurverandering in het albuminemolecuul plaats heeft, waarbij 
nieuwe bindingsplaatsen vrijkomen. Deze structuurverandering blijkt eveneens 
uit veranderingen in het absorptiespectrum van de tyrosinegroepen (Williams 
en Foster, 1959) en van anthraceen dat gebonden is aan de SH-groep van 
albumine (Williams en Foster, 1960). Ook vindt een vermindering van de 
levorotatie bij 313 πιμ (Leonard et al., 1963) en van de tryptophaanfluore-
scentie (Steiner en Edelhoch, 1963) plaats tussen pH 7 en 9. Uit een analyse 
van de deuterium-waterstofuitwisseling van serumalbumine volgt bovendien 
dat ca 150 waterstofatomen, die bij pH 5 - 6 niet uitwisselbaar zijn, dit wel 
worden boven pH 8 - 9 (Benson et al., 1964). En verder is onlangs door 
Shechter (1969) gevonden dat bij binding van 2,7-dibroom-4-hydroxymercuri-
fluoresceihe aan de SH-groep van serumalbumine een extrinsiek Cotton-effect 
ontstaat, dat bij pH-verhoging tussen pH 6 en 8 verdwijnt. 
Door Leonard et al. (1963) is reeds gesuggereerd dat de structuurveran­
dering bij pH 7 - 9, welke wij verder de neutrale overgang zullen noemen, 
sterk verwant is aan de N - F overgang tussen pH 4,5 en 3,5. Hierbij gaat, bij 
pH-verlaging, de normale vorm van het albumine N ("Normal") onder opname 
van protonen over in een isomere vorm F ("Fast") met een grotere elektra-
foretische mobiliteit (Aoki en Foster, 1956, 1957). Analoge veranderingen in 
'Veel dank ben ik verschuldigd aan Dr. S.H. de Bruin voor het bep. len van de differenti­
ële titratiecurven en de verleende hulp bij het interpreteren van de ¡n dit hoofdstuk 
vermelde resultaten. 
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het absorptiespectrum van tyrosine en gebonden anthraceen worden gevonden 
voor beide overgangen (Williams en Foster 1959, 1960). Ook de N - F over­
gang gaat gepaard met een vermindering van de levorotatie bij 313 ιπμ 
(Leonard en Foster, 1961; Sogami en Foster, 1968) en van de tryptophaanflu-
orescentie (Steiner en Edelhoch, 1963), terwijl beneden pH 4 eveneens 150 
waterstofatomen, meer uitwisselbaar worden (Benson et al., 1964; Bryan en 
Nielsen, 1969) en het door Shechter (1969) gevonden extrinsieke Cotton-
effect verdwijnt. Een opmerkelijk verschil tussen de N - F overgang en de 
neutrale overgang is echter dat de eerste gepaard gaat met een vermindering 
van het o-helixgehalte, terwijl dit effect bij de neutrale overgang niet waarge­
nomen wordt (Leonard en Foster, 1961; Leonard et al., 1963; Sogami en 
Foster, 1968; dit proefschrift, hoofdstuk III). 
Om de Ν - F overgang te verklaren is door Foster (1960) een model 
voorgesteld, waarbij het albuminemolecuul opgebouwd is uit vier globulaire 
delen (subeenheden), welke onderling door de peptideketen verbonden zijn. 
Deze opbouw uit subeenheden is naderhand ook experimenteel aangetoond. 
(zie 11.3.2). Als de elektrostatische lading van de subeenheden voldoende hoog 
wordt vindt een onderlinge verwijdering van deze eenheden plaats door elek­
trostatische afstoting, waarbij de contactgebieden tussen de subeenheden 
blootgesteld worden aan het oplosmiddel en bepaalde bindingsplaatsen en 
verborgen groepen vrijkomen. Door Foster (1960) is aanvankelijk veronder­
steld dat deze contactgebieden van hydrofobe aard zijn. Bij een meer recent 
onderzoek zijn door Vijai en Foster (1967) aanwijzingen gevonden dat inde 
N - vorm ca 40 van de 100 carboxylgroepen verborgen zijn, die bij de N - F 
overgang echter vrijkomen. Dit leidde hen tot de conclusie dat de binding 
tussen de subeenheden tot stand komt door elektrostatische aantrekking tus­
sen COO'-groepen en positief geladen groepen op de subeenheden. Deze elek­
trostatische binding zou tevens de invloed verklaren van de ionsterkte op de N 
- F overgang en de neutrale overgang (Leonard en Foster,1961; Leonard et al., 
1963). Door Vijai en Foster wordt aangenomen dat de e-aminogroepen van 
lysineresiduen als positief geladen partners bij de binding betrokken zijn, 
aangezien door Goldfarb (1966) bij het bestuderen van de reactie tussen 
trinitrobenzeensulfonzuur en serumalbumine gevonden is dat slechts 19 van 
de 61 e-aminogroepen tot reactie in staat zijn, zodat 42 van deze groepen in 
het natieve eiwit verborgen zouden moeten zijn. Het is echter nog geenszins 
zeker dat deze 42 groepen allemaal verborgen zijn in het natieve eiwit, omdat 
ook nog andere verklaringen mogelijk zijn voor het niet reageren van de 
groepen, zoals sterische hindering of andere invloeden van de omgeving in het 
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eiwitmolecuul. Het feit dat alle e-aminogroepen normaal titreerbaar zijn is 
niet verwonderlijk, omdat ze volgens het hierboven geschetste beeld bij de 
neutrale overgang vrijkomen. Volgens dit model worden bij de N - F overgang 
protonen opgenomen (zoals ook experimenteel gebleken is) omdat de COO-
groepen gedeeltelijk geneutraliseerd worden als ze in dit pH-gebied aan het 
oplosmiddel worden blootgesteld, terwijl bij de neutrale overgang daarentegen 
geen protonen zullen worden opgenomen of afgestaan omdat de COO'-groe-
pen negatief geladen blijven en de e-aminogroepen positief (voor waarden van 
pKj' zie tabel III). 
Bij het bestuderen van de binding van calciumionen aan serumalbumine 
hebben wij de invloed van calciumionen op de pH van een albumineoplossing 
onderzocht (vergelijk Willemsen, 1969). Hierbij werden, bij gelijkblijvende 
ionsterkte, calciumionen toegevoegd aan een oplossing welke NaAlb en KCl 
bevatte. De pH-daling werd gemeten en vergeleken met die welke verkregen 
werd als calciumionen aan een overeenkomstige oplossing van NaHb + KCl 
werden toegevoegd. Hierbij werd alleen in het gebied van de neutrale overgang 
een grotere pH-daling voor NaAlb dan voor NaHb gevonden (de eiwitten 
werden bij dezelfde titratielading vergeleken). Bij pH 6,5 werd nog geen ver-
schil tussen NaAlb en NaHb gevonden; boven pH 6,5 nam het toe met de 
eiwitlading tot pH 8 en vervolgens weer af totdat het bij pH 9,2 verdwenen 
was (de pH-waarden gelden voor de NaAlb + KCl oplossingen). Hoewel uit 
de pH-veranderingen geen directe bindingsgegevens verkregen werden, wijst 
dit effect op een specifieke invloed van calciumionen op albumine in het 
gebied van de neutrale overgang. Deze invloed is ook waargenomen via water-
stof-tritiumuitwisseling: bij pH 7 blijken beduidend meer waterstofatomen in 
24 uur uitwisselbaar te zijn in 0,02 M CaCU dan in afwezigheid van calcium-
ionen bij gelijkblijvende ionsterkte (Grams et al., 1967; Benson, 1969). 
Door de Bruin (1969) is waargenomen dat de neutrale overgang gepaard 
gaat met een abnormaal gedrag in de differentiële titratiecurve van serumalbu-
mine in het gebied waarin de imidazolgroepen getitreerd worden. Om het 
effect van calciumionen op de neutrale overgang van serumalbumine te onder-
zoeken hebben wij derhalve gebruik gemaakt van de differentiële titratiecur-
ven in aanwezigheid en in afwezigheid van calciumionen, waarbij de titraties 
zelf met de NaOH uitgevoerd werden. Daarnaast werd de overgang ook ge-
volgd via de specifieke rotatie bij 313 πτιμ in aanwezigheid van KCl of CaCU. 
IV. 2. Materiaal en methoden 
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IV. 2.1. Materiaal 
Alle in dit hoofdstuk beschreven experimenten werden uitgevoerd met 
runderserumalbumine afkomstig van Nutritional Biochemicals Corporation, 
gedeibniseerd op de wijze beschreven in I I . 2.1. De concentratie werd bepaald 
door droging tot constant gewicht of spectrofotometrisch (zie I I I . 3.11). De 
gebruikte chemicaliën waren van pro-analyse kwaliteit (Merck, Darmstadt). 
IV. 2.2. Meting van de optische rotatie bij 313 τημ 
Voor eiwitten, waarvan de secundaire structuur alleen opgebouwd is uit 
Of-helix en "random coil", is de optische rotatie in de buurt van 313 πιμ 
onafhankelijk van het Ohelixgehalte, zoals blijkt uit een analyse van de 
Moffit-Yang-vergelijking (Leonard en Foster, 1961; Sogami en Foster, 1968). 
Bij afwezigheid van Cotton-effecten, afkomstig van andere chromoforen dan 
de peptidegroep, zal de rotatie bij 313 Γημάβη ook alleen beïnvloed worden 
door veranderingen in de dispersieparameters tengevolge van wijzigingen in de 
tertiaire structuur. Deze effecten hebben wij in I I I . 3.7. als nonconformatie-
effecten gedefinieerd. Via de rotatie bij 313 ηημ kunnen dus in bepaalde 
gevallen tertiaire structuurveranderingen gevolgd worden. 
De rotatie bij 313 mM werd gemeten met een Jasco-spectropol ar ¡meter, 
type ORD/CD/UV-5, voorzien van een 450-W Xenon lamp. De eiwitconcen-
tratie was ca 0,5o/o, terwijl een cel met een optische weglengte van 1 cm 
gebruikt werd. Aangezien de maximale rotatieverandering bij de neutrale over-
gang slechts ca 5 % bedraagt (Leonard et al., 1963) werd vóór de cel met 
eiwitoplossing een cuvet gevuld met een suikeroplossing geplaatst van zoda-
nige concentratie, dat bij pH 5 - 6 de rotatie van de albumineoplossing prak-
tisch geheel gecompenseerd werd door die van de suikeroplossing. Hierdoor 
kon de gevoeligheid van de spectropolarimeter sterk opgevoerd worden, zon-
der dat het meetbereik overschreden werd, waardoor de rotatieveranderingen 
met grotere nauwkeurigheid gemeten konden worden. 
Voor het volgen van de neutrale overgang werd de volgende werkwijze 
toegepast. De eiwitoplossing werd met KCl of CaCU op de verlangde ionsterk-
te gebracht. 20 ml van deze oplossing werden in een gethermostatiseerd vaatje 
gebracht, waarin zich een kalomel- en een glaselektrode bevonden en dat 
verbonden was met de meetcel in de spectropolarimeter, waarmee het een 
gesloten systeem vormde. De meetcel was eveneerts in een gethermostatiseerde 
celhouder geplaatst. Met behulp van een slangenpomp werd de oplossing in 
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het systeem rondgepompt. Via een motorisch aangedreven microburet 
(Metrohm, type E 475) werd stapsgewijs een bepaald volume 0,1 N natron-
loog aan de eiwitoplossing in het vaatje toegevoegd, waarna de oplossing nog 
zolang rondgepompt werd tot volledige menging was bereikt. Vervolgens werd 
de pomp uitgeschakeld en de rotatie, nadat een constante waarde was verkre-
gen, geregistreerd. Tegelijkertijd werd de pH gemeten met een Radiometer 
pH-meter, type PHM 26c. Alle metingen werden verricht bij 25 ± 0,2oC. De 
specifieke rotatie werd berekend zoals weergegeven in II 1.3.5. De volumever-
andering tengevolge van het toevoegen van loog bleek verwaarloosbaar klein te 
zijn. 
IV. 2.3. Differentiële titratiecurven 
Deze werden bepaald via de methode van de Bruin (1969). De eiwitop-
lossingen werden met KCl of CaC^ op de verlangde ionsterkte gebracht en 
vervolgens met NaOH getitreerd. De titratiecurven werden bepaald bij 24,9 en 
5,0oC. 
IV. 3. Resultaten 
Fig. 31 geeft de specifieke rotatie bij 313 τημ als functie van de pH. In 
afwezigheid van СаСІ2 en bij lage ionsterkte vindt de overgang ongeveer tus­
sen pH 7 en 9,5 plaats. Bij hogere ionsterkte verschuift de overgang naar 
lagere pH-waarden, zoals ook door Leonard et al. (1963) is waargenomen. Bij 
een ionsterkte van 0,20 of hoger begint de overgang reeds beneden pH 6. De 
invloed van calciumionen op de overgang blijkt duidelijk uit fig. 31b en с Bij 
een ionsterkte van 0,06 is in aanwezigheid van СаСІ2 de verandering compleet 
ongeveer bij pH 8 terwijl dit in de KCI-oplossing pas bij pH 9,5 het geval is. Bij 
een ionsterkte van 0,20 is dit effect nog sterker. In CaC^-oplossing is de 
overgang bij pH 7,5 voltooid, terwijl dit in KCI-oplossing pas bij pH > 9 zo 
is. In aanwezigheid van calciumionen vindt de overgang dus in een kleiner 
pH-gebied plaats (de - [ ajo-jo versus pH curve heeft een veel steiler verloop), 
terwijl de overgang in zijn geheel naar lagere pH-waarden verschoven is. De 
totale rotatieverandering is in aanwezigheid van CaCU wat kleiner dan in KCl. 
Hetzelfde effect wordt in afwezigheid van calciumionen bij hogere ionsterkte 
waargenomen. Wij geloven niet dat dit wijst op een minder volledige overgang, 
maar op een iets andere wijziging van de tertiaire structuur, of op een verande­
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Flg. 3 1 . Invloed ven de ionsterkte (μ) en van calciumionen op de neutrale overgang. 
[α]
 3 1 3 ¡β de specifieke rotatie bij 313 πιμ. 
Albumineconcentratie 0,5 yam/100 ml, temperatuur 260C. 
komt. Immers, als bij de overgang hydrofiele gebieden vrijkomen, dan zal deze 
juist begunstigd worden door een hogere ionsterkte. 
De differentiële titratiecurven van serumalbum ine bij constante ionsterk-
te tussen pH 5 en 10 in aanwezigheid van KCl of CaC^ zijn weergegeven in de 
figuren 32 en 33. Volgens de Bruin (1969) kan een differentiële titratiecurve 
in het algemeen worden beschreven door: 
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•Щ - 2,303 Σ ni M l . / U + 0 ' 8 6 8 W ( 5 5 ) 
waarbij nj het aantal titreerbare groepen van de soort i voorstelt en j3j de 
dissociatiegraad van deze groepen. Zu is de titratielading en w de elektrosta­
tische interactiefactor (zie vergelijking 8). Bij de afleiding van (55) is veron­
dersteld dat nj en w onafhankelijk zijn van Ζμ. Indien in het neutrale gebied 
slechts één soort titreerbare groepen voorkomt moet het minimum in de curve 
gevonden worden ongeveer midden tussen de beide maxima bij β = 0,5. 
Door de Bruin is reeds opgemerkt, dat de excentrische ligging van het mini­
mum voor serumalbumine bij lage ¡onsterkte (fig. 32, μ = 0,04 en fig. 33, 
KCl) moet wijzen op het voorkomen van imidazolgroepen met verschillende 
pK'-waarden (vergelijk Decker en Foster, 1967), of op een extra verandering 
in vrije energie tengevolge van de neutrale overgang. De laatste verklaring 
wordt het meest waarschijnlijk geacht op grond van de invloed van de tempe­
ratuur op de differentiële titratiecurve van serumalbumine. Uit fig. 32 blijkt 
dat bij hogere ionsterkte het minimum wél ongeveer midden tussen de maxi-
ma komt te liggen. Het verloop van de curve kan echter niet beschreven 
worden met vergelijking (55). Bij hogere ionsterkte is w immers kleiner, zodat 
de curve in zijn geheel naar lagere waarden voor - Δ ρ Η / Δ Ζ μ zou moeten 
verschuiven. Dit is in het gebied van het eerste maximum ook het geval, maar 
bij Ζ·· = -16 snijden de beide curven elkaar, zodat in het gebied van het 
tweede maximum bij hogere ionsterkte juist een grotere waarde voor 
- ΔρΗ/ Δ Ζ ^ gevonden wordt. Dit merkwaardige gedrag van de differentiële 
titratiecurve van serumalbumine komt nog duidelijker tot uiting als we de 
curve, bepaald in aanwezigheid van CaCU, vergelijken met die in aanwezigheid 
van KCl bij dezelfde ionsterkte (fig. 33). Calciumionen blijken een sterke 
verlaging van - ΔρΗ/Δ Zu te veroorzaken tussen Zu = -4 en Z^ = -18 
en een verhoging van deze grootheid tussen Zu = -18 en Ζμ = - 26. Kwali­
tatief is de invloed van calciumionen dus equivalent met het effect dat op­
treedt bij verhoging van de ionsterkte. De grootte van - Δ ρ Η / Δ Ζ ^ in het 
minimum van de curve met CaCU ¡s bovendien niet volgens vergelijking (55) 
te begrijpen. Als we ervan uitgaan dat serumalbumine 17 à 18 imidazolgroe-
pen bevat (zie tabel III) en dat alleen deze groepen in dit pH-gebied getitreerd 
worden, dan is de laagste waarde welke volgens (55) voor - ΔρΗ/ Δ Zu bere­
kend kan worden ongeveer 100 χ 10 , namelijk met β = 0,5 en w = 0, 
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Fig. 32. Differentiële titratiecurven van serumalbumine bij verschillende ionsterkten 
{KCl). De titratielading 2 H is berekend op basis van een moleculairgewicht 
van 69.000. 
Albumineconcentratie 0,877 gram/100 ml, temperatuur 250C. 
terwijl de experimenteel gevonden waarde 80 χ 10 J bedraagt. Bovendien is 
de veronderstelling w = 0 zeer onwaarschijnlijk, aangezien uit viscositeits- en 
ORD-metingen aangenomen mag worden dat w een bepaalde eindige waarde 
heeft (zie IV. 4). 
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Fig. 33. Invloed van calciumionen op de differentiële titratiecurve van serumalbumine 
bij gelijkblijvende ionsterkte (μ = 0,06). 
Albumineconcentratie 1,88 gram/100 ml, temperatuur 24,90C. 
IV. 4. Discussie 
Uit het bovenstaande is gebleken dat de differentiële titratiecurve van 
serumalbumine in het gebied van de neutrale overgang niet met vergelijking 
(55) kan worden beschreven. Een voor de hand liggende verklaring hiervoor is 
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dat bij de overgang verborgen groepen vrijkomen, m a w. dat n¡ met onafhan-
kelijk is van Ζμ, zoals bij de afleiding van (55) verondersteld is, terwijl boven­
dien de aanname dat w onafhankelijk is van Zu nadere beschouwing verdient. 
Volgens hetgeen in IV. 1, over de N - F overgang en de neutrale overgang 
opgemerkt is in verband met de opbouw uit subeenheden van serumalbumine 
is het mogelijk dat er verborgen COO en positief geladen 6-aminogroepen 
vrijkomen naast eventueel tryptophaan- en tyrosmegroepen BIJ pH-waarden 
m de buurt van 7,5 is β voor de carboxylgroepen praktisch gelijk aan 1 en 
voor de e-aminogroepen gelijk aan nul Dit betekent dat voor deze groepen 
hier geldf 5 nl /3¡ (1 - ^) = 0, zodat een verandering van nj m de titratiecurve 
niet tot uiting zou komen M.a w. het met voldoen aan (55) kan alleen ver-
klaard worden door het vrijkomen van groepen, waarvoor geldt 0 < ß O en 
dat zijn m dit gebied de imidazolgroepen Zoals WIJ nu zullen aantonen leidt 




Het evenwicht tussen een eiwitmolecuul en protonen m de oplossing kan 
worden beschreven met (vergelijk de Bruin, 1969): 
pH = рК^ + log




К = de intrinsieke dissociatieconstante voor een groep van de soort ι 
Ζ)_| = titratielading ( Ζ ^ = 0 bij het isoionisch punt). 
Ζ = werkelijke eiwitladmg (= Z|_|, vermeerderd met de lading van ge­
bonden andere ionen dan protonen). 
Zf. = maximale titratielading. 
Wanneer zowel /3¡ als w veranderen tijdens de titratie volgt uit (56): 
dpH = 2,303 M l - P . ) d / 3 i " 0 ' 8 6 8 w d z " 0 · 8 6 8 Z d w 
of 




Als ook nj verandert bij de titratie volgt uit (57): 
dZ = - Σ η ! d β. - Σ β dn'. (59) 
Η i l 1 i ! ! 
Als alleen protonen gebonden worden is Ζ = Ζ μ , zodat uit (58) en (59) volgt: 
dZ,T= - 2,303(dpH + 0,868 w dZv + 0,868 Z u dw) X 
Η U H 
Σ η ! /3.(1 - β.) - Σ /5 dn! 
i l i ι
 i ι i 
Vergelijking (60) kan omgewerkt worden tot: 
dn! 
1 + Σ β , - ^ 
dpH _ i χ d ZH 
(60) 
dZ 
Η 2,303 Σ п^ ßi(1 - β.) 
+ 0,868 w 
dw 
+ 0,868 Z H gg— (61) 
H 
Zoals men ziet verschilt (61) van (55) ¡η zoverre dat de teller van de eerste 
term in het rechterlid niet 1 maar 1 + vßj dnj/dZ^ bedraagt, terwijl in (61) 
bovendien een extra term voorkomt die de invloed van de verandering van w 
met Ζμ op dpH/dZ^| weergeeft. Er zijn echter argumenten om aan te nemen 
dat deze laatste term klein, zo niet gelijk aan nul, is. Want, zoals reeds in IV.1. 
is opgemerkt gaat de neutrale overgang, in tegenstelling tot de N - F overgang, 
niet gepaard met een verandering in a-helixgehalte. Verder is uit viscositeits-
metmgen (Tanford en Buzzell, 1956) geconcludeerd dat geen verandering in 
het hydrodynamisch volume van het albuminemolecuul bij de neutrale over­
gang optreedt, welke wel bij de N - F overgang is waargenomen. Mogelijk 
vindt bij de neutrale overgang niet zozeer een onderlinge verwijdering van de 
subeenheden plaats, maar eerder een verandering van de positie van de subeen-
heden ten opzichte van elkaar, bijvoorbeeld ten gevolge van een soort rotatie, 
zonder dat dit leidt tot beduidende veranderingen in grootte en vorm van het 
molecuul. In dit verband is een verandering van w tijdens de neutrale overgang 
dan ook niet zo waarschijnlijk. Als echter tijdens de neutrale overgang bij 
pH-verhoging verborgen imidazolgroepen vrijkomen isdnVdZ·· negatief en dit 
leidt volgens (61) tot een verlaging van - dpM/dZH. In aanwezigheid van 
calciumionen vindt de overgang m een veel kleiner pH-gebied plaats dan in 
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afwezigheid van calciumionen, zodat de absolute waarde van d n j / d Z ^ m het 
eerste geval gemiddeld veel groter is, en dit uit zich in een sterkere verlaging 
van dpH/dZu (vergelijk fig 31 en 33) Bovendien wordt door calciumionen 
de gehele overgang naar lagere pH waarden verschoven Dit verklaart waarom 
m aanwezigheid van calciumionen tijdens het eerste stuk van de titratiecurve 
een lagere waarde voor Δ ρ Η / Δ Ζ ι · waargenomen wordt dan m afwezigheid 
van calciumionen, terwijl het effect in het tweede gedeelte van de titratiecurve 
juist omgekeerd is Volgens (61) zal de laagste waarde voor dpH/dZi i gevon 
den worden ongeveer bij die pH, waarbij de absolute waarde van dn'/dZu het 
grootst is, indien d i t ongeveer samenvalt met ßi — 0,5 In fig 33 zijn de 
pH waarden van de minima vermeld Een vergelijking met fig 31b leert dat bij 
die pH waarden ongeveer het buigpunt ligt m de curve die de tertiaire struc-
tuurverandering als functie van de pH weergeeft 
Hoewel het zeer aannemelijk is dat m dit buigpunt de absolute waarde van 
dn ' /dZu inderdaad het grootst is, is kwantitatieve berekening volgens (61) van 
- dpH/dZ^i met goed mogelijk, aangezien een verandering m tertiaire structuur 
niet rechtstreeks dn ' /dZu oplevert Hiervoor zou deze laatste grootheid recht-
streeks bepaald moeten worden Een meting van het aantal vrije imidazol-
groepen als functie van Ζ μ of de pH zou op deze wijze een bevestiging van het 
hier geschetste beeld kunnen geven In dit verband kan nog vermeld worden 
dat slechts een gedeelte van de 17 imidazolgroepen vóór de neutrale overgang 
verborgen kan zijn Als al deze groepen verborgen waren zou een veel grotere 
waarde voor - Δ ρ Η / Δ Ζ ( ΐ m het eerste maximum van de titratiecurve gevon 
den moeten worden, omdat voor de carboxylgroepen ßhier praktisch gelijk is 
aan 1, wat betekent dat Ση'β- (1 β) erg klem zou worden 
Het is nog niet duidelijk in hoeverre de invloed van calciumionen op de 
neutrale overgang specifiek is voor deze ionen, aangezien een hogere lonsterk-
te een equivalent effect geeft, ZIJ het dan ook m veel mindere mate Wanneer 
bij de overgang elektrostatische bindingen tussen de subeenheden worden 
verbroken is het met verwonderlijk dat de invloed van tweewaardige ionen 
hierop veel groter is dan van eenwaardige, zonder dat dit direct een specifieke 
binding van calciumionen behoeft m te houden Daarentegen zou een binding 
van calciumionen, bijvoorbeeld aan de bij de overgang vrijkomende COO -
groepen, wel kunnen verklaren waarom de overgang in aanwezigheid van 
СаСІ2 m een kleiner pH-gebied plaats vindt In dit verband zou het nuttig zijn 
om de invloed van andere tweewaardige en eventueel driewaardige ionen op 
de neutrale overgang te bestuderen 
Fig 34 geeft nog de intrinsieke enthalpieverandermg Δ H als functie van 
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Zu voor de dissociatie van protonen in aanwezigheid en in afwezigheid van 
calciumionen. Het verschil tussen de beide curven valt praktisch geheel binnen 
de experimentele nauwkeurigheid (voor de bepaling van Δ H uit de titratiecur­
ven bij twee temperaturen, zie Tanford, 1966). Opmerkelijk is echter dat in 
het gebied waarin de imidazolgroepen getitreerd worden geen constante waar­
de voor Δ Η verkregen wordt, wat men wel zou verwachten als alle groepen 
identiek zouden zijn (zie Tanford, 1966). Tussen Z H = - 10 en Z H = - 16 
vindt een lichte daling van Δ Η plaats bij toenemende - Ζ μ. Dit kan betekenen 
dat de neutrale overgang zelf met een enthalpieverandering gepaard gaat. 
Fig. 34. Intrinsieke enthalpieverandering Δ Η (kcal/gmol) voor de dissociatie van pro­
tonen van serumalbumine als functie van de titratielading Z H in aanwezigheid 
van KCl of CaCL· bij μ = 0,06. 
Δ Η is berekend uit de titratiecurven bij 24,9 en 5.0oC. 
Albumlneconcentratie 1,88 gram/100 ml. 
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De in dit hoofdstuk vermelde resultaten kunnen we tenslotte als volgt 
samenvatten. De beschreven experimenten hebben een beter beeld van de 
neutrale overgang gegeven, waarbij aanwijzingen verkregen werden voor het 
vrijkomen van verborgen imidazolgroepen bij deze overgang. Er is een sterke 
invloed van calciumionen op de overgang en de wijze waarop deze tot uiting 
komt kon verklaard worden. De oorzaak van het effect van calciumionen is 
echter nog niet duidelijk. Verder onderzoek is noodzakelijk om de rol van 





Het uitgangspunt voor de onderzoekingen, die in dit proefschrift be-
schreven worden, is geweest het bestuderen van de binding van calciumionen 
aan serumalbumine aan de alkalische zijde van het isoelektrisch punt, omdat 
in de literatuur geen overeenstemming bestaat over de grootte en de aard van 
deze binding. Aangezien bekend is dat serumalbumine tussen pH 7 en 9 en 
boven pH 10,8 à 11,0 structuurveranderingen ondergaat, is in dit verband 
tevens de invloed van calciumionen op deze structuurveranderingen onder-
zocht. Hierdoor werd een beter inzicht in dit soort structuurwijzigingen ver-
kregen en als zodanig geeft dit proefschrift ook een bijdrage tot de kennis van 
de structuur en de eigenschappen van serumalbumine in waterige oplossing. 
In hoofdstuk I wordt een literatuuroverzicht gegeven van de binding van 
calciumionen aan serumeiwitten, in het bijzonder aan serumalbumine. De 
vermelde bindingsgetallen blijken onderling sterk te verschillen, afhankelijk 
van de wijze waarop de binding gedefinieerd en bepaald is. Geconcludeerd 
wordt, dat deze discrepanties voornamelijk veroorzaakt worden door het geza-
menlijk voorkomen van specifieke binding (complexvorming van calcium-
ionen met bepaalde groepen op het eiwitmolecuul) en niet-specifieke inter-
acties (ionenatmosfeerbinding; ophoping van calciumionen in de elektrische 
dubbellaag om het macroion). 
In hoofdstuk II wordt een onderzoek beschreven naar de binding van 
aardalkaliionen aan runderserumalbumine met behulp van conductometrische 
titraties en transportgetalbepalingen volgens Hittorf. Deze experimenten zijn 
eveneens uitgevoerd met runderhemoglobine, omdat dit eiwitmolecuul wat 
grootte en vorm betreft vergelijkbaar is met serumalbumine en, voorzover uit 
de literatuur bekend is, geen calciumionen bindt. Door de interactie van alka-
li- en aardalkaliionen met beide eiwitten te vergelijken bij dezelfde eiwitlading 
kan een indruk verkregen worden over de aard van de interactie. 
Uit de transportgetalbepalingen blijkt dat er, binnen de experimentele nauw-
keurigheid, geen verschil in bindingsvermogen voor calciumionen is tussen 
albumine en hemoglobine. De resultaten suggereren dat alleen niet-specifieke 
interacties optreden. De conductometrische titraties geven eveneens aanwij-
zingen dat de binding in ieder geval voor een groot gedeelte van een niet-speci-
fiek karakter is. Uit deze titraties alléén kunnen geen bindingsgetallen worden 
afgeleid zonder oncontroleerbare aannamen in te voeren voor de ionenbe-
weeglijkheden. Uit de transportgetalbepalingen kan dit wel door iedere be· 
weeglijkheidsverlaging van het metaalion, gerekend t.o.v. de beweeglijkheid in 
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een overeenkomstige chlorideoplossing, als het resultaat van binding te be-
schouwen. Alleen in zoutvrije oplossingen en bij lage eiwitlading voldoen de 
aldus verkregen bindingsgetallen aan de theorie der multipele evenwichten. De 
resultaten (n = 3,2 en pK = 1,95) stemmen goed overeen met sommige 
I i teratu urgegevens. 
De beweeglijkheid van het macroion is ook berekend als functie van de lading. 
Hierbij zijn het elektroforese- en het relaxatie-effect volgens de methode van 
Möller in rekening gebracht. De overeenkomst met de gemeten beweeglijkheid 
is goed bij kleine lading. Bij hogere ladingen is de berekende beweeglijkheid 
groter dan de experimenteel bepaalde, maar de afwijkingen worden verklaard 
door de benadering, ingevoerd bij het ontwikkelen van de Poisson-Boltz-
mann-vergelijking en de geringe nauwkeurigheid, waarmee het relaxatie-effect 
bepaald kan worden. Dit geldt zowel in het zoutvrije geval als in aanwezigheid 
van zout. Op grond hiervan kan de binding van aardalkaliionen aan albumine 
en hemoglobine opgevat worden als niet-specif ieke binding, hoewel de beperk-
te nauwkeurigheid van de methode een kleine, specifieke binding niet uitsluit. 
Hoofdstuk III geeft de resultaten van het onderzoek naar de structuur-
veranderingen die boven pH 10,8 à 11,0 in serumalbumine plaats vinden en de 
invloed van calciumionen op deze alkalische denaturatie. In dit verband zijn 
tevens de veranderingen bestudeerd, die door thermische denaturatie in het 
albuminemolecuul veroorzaakt worden, teneinde in het algemeen een beter 
inzicht te verkrijgen in de denaturatie van albumine. 
De conformatieveranderingen zijn onderzocht via het infrarood-absorptiespec-
trum tussen 1600 en 1700 cm en met behulpvan optische rotatiedispersie. 
In de literatuur bestaat de opvatting dat de aggregaatvorming, waarmee de 
denaturatie bij niet al te lage eiwitconcentraties gepaard gaat, leidt tot de 
vorming van intermoleculaire /^ -structuren. Daarom zijn de denaturatie-om-
standigheden zodanig gekozen dat een aanzienlijke aggregaatvorming ver-
kregen werd en hoofdzakelijk aggregaten gevormd werden, die door niet-cova-
lente bindingen bijeengehouden worden. De aggregaatvorming is hierbij onder-
zocht met behulp van polyacrylamidegel-elektroforese en gelfiltratie over 
sephadex G-100 en G-150. De resultaten geven aan dat slechts een gedeelte-
lijke o-helix-'Vandom coiC'-overgang plaats vindt bij denaturatie, zonder dat 
de /J-vorm als nieuwe conformatie ontstaat. Wat het Of-helixgehalte betreft is 
de alkalische denaturatie reversibel als de denaturatietijd niet langer is dan 
ongeveer 1 uur. Bij thermische denaturatie wordt slechts een gedeeltelijke 
reversibiliteit waargenomen. 
Het effect van calciumionen op de alkalische denaturatie is onderzocht via 
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viscositeitsmetingen en optische rotatiedispersie. De pH waarbij de alkalische 
expansie van het eiwitmolecuul begint wordt niet beïnvloed door calcium-
ionen. Dit suggereert dat. als er specifieke binding aan het niet- geëxpandeerde 
molecuul optreedt, deze zelfs bij pH 10,8 nog niet groot is. In aanwezigheid 
van calciumionen vindt de expansie in mindere mate plaats, maar gaat wel 
vergezeld van een sterkere afname van het o-helixgehalte. Dit betekent dat er 
een aanzienlijke invloed is van calciumionen op de structuur van het geëxpan-
deerde molecuul. 
Hoofdstuk IV beschrijft het effect van calciumionen op de structuurver-
andering tussen pH 7 en 9, zoals dit tot uiting komt in de differentiële 
titratiecurve en de specifieke rotatie bij 313 m/X Deze structuurovergang 
blijkt sterk begunstigd te worden door calciumionen. De invloed van calcium-
ionen wijst erop dat bij de overgang waarschijnlijk verborgen imidazolgroepen 
vrijkomen. Verder onderzoek is noodzakelijk om de oorzaak van deze invloed 
te leren kennen. 
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SUMMARY 
The investigations described in this thesis have originally been started 
wi th the intention to study the binding of calcium ions to serum albumin at 
pH values alkaline to the isoelectric point, because the extent and kind of 
binding is still not well understood Since it is known than changes m the 
structure of serum albumin occur between pH 7 and 9 and above pH 10 8 -
11.0, we also studied the effect of calcium ions on these alterations These 
investigations resulted m a better understanding of the structure and proper-
ties of serum albumin m aqueous solution. 
In chapter I a review is given of the data reported in the literature on the 
binding of calcium ions to serum proteins, in particular to serum albumin. 
The numbers of bound calcium ions found by various authors, show large 
differences dependent on the definit ion and the method used for the determi-
nation of the binding It is concluded that the mam cause of these discrepan-
cies must be found m the occurrence of specific binding or site binding at 
particular groups on the protein molecule as well as non-specific interactions 
m the sense of a reduction of the activity of the calcium ions by the electro-
static potential of the macro-ion. 
In chapter II a study is described about the binding of alkaline earth ions 
to bovine serum albumin by measuring the electrical conductance and the 
transference number according to Hittorf These experiments were also ear-
ned out with bovine hemoglobin because this protein is comparable wi th 
serum albumin regarding the size and shape of the molecule and because it has 
no binding capacity for calcium ions as far as can be concluded f rom the 
literature By comparing the interaction of alkali and alkaline earth ions wi th 
both proteins at the same protein charge, an idea can be obtained about the 
kind of this interaction. 
Within the experimental error no difference m binding capacity for calcium 
ions was found between albumin and hemoglobin, as appeared from measure-
ments of the electrical transference number The results suggest that calcium 
is bound only in a non-specific way. From conductometnc titrations alone 
the binding numbers cannot be derived without using unvenfiable estimations 
for the equivalent conductances of the ions present in the solution, but the 
results of these titrations also show that the binding is at least partly non-
specific. By determining the transference numbers and specific conductivity 
of the solution, the ionic conductances can be obtained Binding numbers of 
calcium ions were then calculated, assuming that every lowering of the mobil i-
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ty of the metal ion with respect to the mobility in a solution of CaCU with 
the same calcium concentration is due to binding. These binding numbers are 
only in accord with the theory of multiple equilibria at low protein charges 
and in the absence of added salt. The results (n = 3.2 and pK = 1.95) agree 
with some of the reported data. 
The mobility of the macro-ion was calculated at various protein charges, using 
the method of Möller for determining the electrophoretic and relaxation 
retardations. The measured and calculated mobilities are in good agreement 
with each other at low protein charge. At higher charge a too high calculated 
value was found, but the difference can be explained from the Debye-Hückel 
approximation, which was used in solving the Poisson-Boltzmann equation, 
and by the low accuracy of the relaxation factor. This is true in the salt-free 
case as well as in the presence of added salt. So the binding of alkaline earth 
ions to albumin and hemoglobin can be considered as non-specific binding. 
However, a small specific binding cannot be excluded because of the limited 
accuracy of the method. 
In chapter III studies of the alterations in the structure of bovine serum 
albumin above pH 10.8 - 11.0 and of the influence of calcium ions on this 
alkaline denaturation are described. To obtain a better understanding of the 
denaturation process of serum albumin in general, we also studied the thermal 
denaturation of this protein. 
Conformational changes were investigated by measuring the infrared absorp-
tion spectrum between 1600 and 1700 cm and the optical rotatory disper-
sion, while the aggregation, which accompanies the denaturation at higher 
concentrations was examined by means of electrophoresis on Polyacrylamide 
gels and by gelfiltration on sephadex G-100 or G-150. This was done since it 
has been stated in the literature that the aggregation gives rise to the forma-
tion of intermolecular /Structures. Therefore the conditions of denaturation 
were chosen in such a way that considerable aggregation was caused, and the 
aggregates obtained were mainly stabilised by non-covalent bondings. The 
results indicate that only a partial transition from Ohelix to random coil 
occurs without the introduction of the 0-form as a new conformation. The 
alkaline denaturation is reversible with respect to the Of-helix content, provid-
ed that the denaturation time is not longer than about 1 hour. Only a partial 
reversibility was observed upon thermal denaturation. 
The influence of calcium ions on the alkaline denaturation was investigated 
by means of viscosity and optical rotatory dispersion measurements. No ef-
fect of calcium ions was observed on the value of the pH at which the 
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expansion of the protein molecule begins. This suggests that, if there is any 
specific binding to the unexpended molecule, this binding must be small even 
at pH 10.8. In the presence of calcium ions the expansion occurs to a lower 
degree than in the absence of these ion». However, a lower o-helix content 
was found in the presence of calcium. This means that calcium ions have a 
strong influence on the structure of the expanded molecule. 
Chapter IV describes the effect of calcium ions on the structural trans­
ition of serum albumin between pH 7 and 9. This effect was studied by means 
of differential titration curves and from the optical rotation at 313 ιπμ. The 
transition is favoured to a high extent by calcium ions. From the influence of 
calcium it could be concluded that probably buried imidazole groups are 
unmasked during this transition. Further studies are necessary to elucidate the 
origin of this effect. 
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S T E L L I N G E N 
1 
Uit de ¡η de optische rotatiedispersie en de circulair-dichroismespectra waarge­
nomen verschillen tussen glyceraldehyde-3-fosfaat-dehydrogenase, geïsoleerd 
uit konijnespieren en uit gist, moet tot een verschillend soort binding van het 
co-enzym NAD+ geconcludeerd worden. 
J.J.M, de Vijlder en B.J.M. Harmsen, Biochim. Biophys. Acta, 
178 (1969)434. 
R. Jaenicke en W.B. Gratzer, European J. Biochem., 
10(1969) 158. 
2 
Door Sun wordt ten onrechte de gereduceerde viscositeit als maat voor de 
expansie van chemisch gemodificeerd runderserumalbumme gebruikt. 
S.F.Sun, Arch. Biochem. Biophys., 129 (1969) 411. 
3 
Bij de dissociatie van serumalbumine in subeenheden door milde enzymati-
sche hydrolyse verdient het gebruik van pepsine de voorkeur boven dat van 
subtilisine. 
4 
De bewering van Bestmann, Häberlein en Eisele, dat door de reactie van 
[ 9-10-dihydrophenantryl (9)]-triphenylphosphoniumbromide met benzal-
dehyde en phenyllithium het 9-benzylideen-9-10-dihydrophenantreen als 
eindproduct ontstaat, is door hen onvoldoende bewezen en in feite onjuist. 
HJ. Bestmann, H. Häberlein en W. Eisele, 
Chem. Ber., 99 (1966) 28. 
5 
De simultane analyse van verschillende eiwitoplossmgen in de ultracentrifuge 
op de wijze- beschreven door Bon heeft zoveel bezwaren, dat een zinvolle 
toepassing ervan betwijfeld moet wprden. 
W.F. Bon, Anal. Biochem., 20 (1967) 37. 
6 
Uit de resultaten van geleidingsvermogen- en activiteitsmetingen aan oplos-
singen van poly-L-methiomne-S-methylsulfoniumzouten, in aanwezigheid van 
variërende hoeveelheden van het overeenkomstige natnumzout, menen 
Makmo, Wakabayashi en Sugai aanwijzingen te verkrijgen omtrent de aard van 
de tegenionenbindmg. De wijze waarop zij deze resultaten interpreteren is 
echter aan ernstige bedenkingen onderhevig. 
S. Makino, K. Wakabayashi en S. Sugai, 
Biopolymers, 6 (1968) 551. 
7 
De invloed van tris-HCI op de dissociatie van ribosomen uit reticulocyten 
wordt door Yang, Hamada en Schweet onvoldoende verklaard. 
P.C. Yang, K. Hamada en R. Schweet, 
Arch. Biochem. Biophys., 125 (1968) 506. 
8 
Het uitzenden van buitenlandse televisieprogramma's voor kinderen beneden 
de leeftijd van ca 10 jaar zou zinvoller zijn als hierbij gebruik gemaakt zou 
worden van na-synchronisatie of een begeleidende gesproken tekst in de 
Nederlandse taal. 
9 
Het moet onwaarschijnlijk geacht worden dat carboxylering van 1-isopropyl-
cyclohexanol uitsluitend 2-cyclohexyl-2-methylpropionzuur oplevert, zoals 
Koch en Haaf beweren. 
H. Koch en W. Haaf, Liebigs Ann. Chem., 
618 (1958) 251. 
10 
De opvatting van Page, Englander en Simpson, dat de structuur van riboso-
male subeenheden beïnvloed wordt door de interacties tussen deze subeen-
heden in het intacte ribosoom, is gebaseerd op een aanvechtbare interpretatie 
van hun experimenten. 
L.A. Page, S.W. Englander en M.V. Simpson, 
Biochemistry, 6 (1967) 968. 
11 
Bij het ontwerpen van een universele sporthal wordt in Nederland te weinig 
rekening gehouden met de noodzakelijke voorwaarden voor een goede beoefe-
ning van de tafeltennissport. 
Nijmegen, 
6 maart 1970 
B.J.M. Harmsen 



